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FITC fluorokrom fluorescein izotiocianat 
FMO kontrola pri pretočni citometriji (ang. fluorescence minus one) 
FSC fotodetektor v smeri svetlobnega vira (ang. forward scatter) 
GTPaza Rac 1 majhen signalni G-protein, ki spada v družino gvanozintrifosfataz  
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HEPES pufer, 4-(2-hidroksietil)-1-piperazin etansulfonska kislina  
HLA humani levkocitni antigen (ang. human leukocyte antigen) 
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IFN-γ interferon gama 
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cellular therapy)  
 
KM kostni mozeg 
KMC krvotvorne matične celice 
LIF inhibitorni faktor levkemije  
LL37 antibakterijski protein, ki ga izločajo MSC 
MDC iz makrofagov pridobljeni kemokin 
MMC mezenhimske matične celice 
MSC mezenhimske stromalne celice 
MTT 1-(4-5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolijev bromid 
NADPH oksidaza membranski encim levkocitov 
NG2 nevralni/glialni antigen 2 (ang. neural/glial antigen 2) 
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1 UVOD 
Kostni mozeg (KM) je mehko tkivo, ki se nahaja v kanalu dolgih kosti in v votlinicah 
gobastega tkiva na koncih dolgih kosti. V kostnem mozgu poteka hematopoeza. KM je 
sestavljen iz retikularnih celic, povezananih z retikularnimi vlakni. Skupaj tvorijo gobasto 
tkivo, ki je prekrito s številnimi sinusoidnimi kapilarami. Med retikularnimi celicami se 
nahajajo makrofagi, maščobne celice, prekurzorske celice eritrocitov, granulocitov, 
monocitov, trombocitov in nediferencirane matične celice. Krvotvorne matične celice 
(KMC) so odgovorne za proizvodnjo vseh krvnih celic (Seita in Weissman, 2010). 
Mikrookolje KMC imenujejo tudi niša. Ena izmed pomembnih komponent niše KMC so 
mezenhimske stromalne celice, ki sodelujejo pri zagotavljanju homeostaze in regulaciji 
hematopoeze (Chen in sod., 2006). 
Stromalne celice kostnega mozga je prvi identificiral Friedenstein, ki je opisal adherentno 
fibroblastom podobno populacijo, ki se je bila sposobna diferencirati v kostne celice, zato 
jih je imenoval prekurzorji fibroblastov (Friedenstein in sod., 1976). Kasnejše študije so 
pokazale, da imajo te celice sposobnost diferenciacije tudi v različne druge linije 
mezodermalnih celic, vključno s osteoblasti, hondrociti, tenociti in mioblasti (Prockop, 
1997). Na podlagi njihove diferenciacijske sposobnosti je Caplan uvedel izraz 
mezenhimske matične celice (MMC) (Caplain, 1991), čeprav so v uporabi tudi mnogi 
drugi izrazi, ki opisujejo nehomogeno populacijo multipotentnih celic. MMC sicer na 
populacijski ravni izpolnjujejo merila za poimenovanje »matične celice« (na primer, 
samoobnavljanje in sposobnost diferenciacije), vendar to ne velja na nivoju posameznih 
celic, saj nimajo vse celice znotraj populacije sposobnosti samoobnavljanja. Kasneje je 
bilo zato predlagano, da se za opis fibroblastnih celic, ki se med gojenjem pritrdijo na 
plastiko, uporablja izraz »multipotentne mezenhimske stromalne celice« z akronimom 
MSC (Horwitz in sod., 2005). 
MSC v tkivih služijo kot rezerva za nadomestitev poškodovanih in starih celic. Imajo več 
lastnosti zaradi katerih so zanimive za medicino. Na primer, prispevajo k celjenju poškodb, 
zato jih uporabljajo za regenerativno medicino. Ker lahko uravnavajo imunski odziv, jih 
uporabljajo tudi za avtologne in alogenske celične terapije na področju imunomodulacije. S 
staranjem se spreminja njihovo delovanje, kar se odraža tako v kostnem mozgu kot tudi v 
ostalih tkivih. Že večkrat so dokazali, da njihova regenerativna funkcija po starosti trideset 
let upada (Caplan, 2005), poleg tega pa se zmanjša tudi njihovo število.  
Ali je upad števila in funkcionalnosti MSC posledica staranja ali pa je staranje tkiv 
posledica upada števila in funkcionalnosti teh celic, še ni popolnoma jasno (Yang in sod., 
2015). V številnih študijah o staranju MSC, ki so bile objavljene v zadnjih letih, so 
primerjali celice mladih in starih darovalcevz analizo različnih parametrov (Kollman in 
sod., 2001; Kollman in sod., 2016; Charif in sod., 2017). Opazovali so vpliv staranja na 
proliferacijo, klonogenost, diferenciacijski potencial, imuno-modulacijske lastnosti, 
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izražanje genov, migracijo in celično adhezijo (Charif in sod., 2017). Po drugi strani se 
starajo tudi KMC. V študiji, ki je obsegala veliko število bolnikov so vrednotili vpliv 
spola, rase, krvne skupine in drugih lastnosti darovalcev na prijetje presajenih krvotvornih 
celic in preživetje prejemnika. Izkazalo se je, da je starost darovalcev bistveno vpliva na 
samo uspešnost presaditve in na pojav bolezni presadka proti gostitelju (GVHD) (Kollman 
in sod., 2016). Vse kaže, da ima torej starost celic velik vpliv na njihove lastnosti, kar je 
zelo pomembno pri doseganju čim boljših uspehov celičnih terapij.  
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti, kako starost miši vpliva na lastnosti 
mezenhimskih stromalnih celic, izoliranih iz njihovega kostnega mozga. Iz mladih (do 12 
tednov) in starih (21mesecev) miši BALB/c smo izolirali mezenhimske stromalne celice 
ter preučili ali se mlade MSC od starih razlikujejo v funkcionalnosti, to je v izražanju CD 
označevalcev, v proliferaciji, v sposobnosti celjenja ran in v stopnji senescence.  
 
1.1 HIPOTEZE 
1. Tako iz mladih kot iz starih miši BALB/c je mogoče izolirati MSC in jih uspešno 
gojiti in vitro. 
2. MSC izolirane iz mladih miši BALB/c imajo krajši podvojitveni čas, kažejo manj 
senescence in hitreje zacelijo »rano« v testu celjenja ran. 
3. Izražanje označevalcev CD29, CD44, CD73 in CD105 pri MSC ni odvisno od 
starosti živali, iz katere so celice izolirane. 
4. V pasaži 2 je več kot 95% celic negativnih za izražanje označevalca CD45, zato so 
po tej pasaži kulture primerne za izvedbo funkcionalnih testov. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MEZENHIMSKE STROMALNE CELICE 
Mezenhimske stromalne celice so celice vretenaste oblike, s sposobnostjo pritrjevanja na 
podlago in multipotentno zmožnostjo diferenciacije in vivo in in vitro. Nahajajo se v večini 
pre- in postnatalnih tkiv, najpogosteje pa jih izoliramo iz kostnega mozga, maščobnega 
tkiva in drugih tkivnih virov. Pri fizioloških razmerah predstavljajo MSC zelo redko 
populacijo celic v kostnem mozgu (0,01 - 0,001 % celic kostnega mozga). Da za neke 
humane celice lahko trdimo, da so multipotentne mezenhimske stromalne celice, morajo 
biti izpolnjeni naslednji minimalni kriteriji: (1) imeti morajo sposobnost adherence na 
površino gojilne posodice pri standardnih pogojih gojenja, (2) več kot 95 % populacije 
mora izražati membranske označevalce CD105, CD73 in CD90 ter hkrati ne izražati 
označevalcev CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79α, CD19 in HLA-DR oz. največ do 2 % 
populacije ter (3) zmožne morajo biti diferenciacije in vitro v osteocite, adipocite in 
hondrocite (glej sliko 1) (Dominici in sod., 2006).  
 
 
Slika 1: A) Prikaz značilno fibroblastoidne oblike nediferenciranih MSC. Po dodatku specifičnih indukcijskih 
gojišč so se MSC sposobne diferencirati v B) osteoblaste, C) adipocite in D) hondrocite (Lindner in sod., 
2010). 
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Zanimanje za MSC je predvsem posledica njihove multipotentnosti, ki bi jo lahko 
izkoristili pri kliničnih aplikacijah za popravilo tkiv. Takoj za tem so zelo pomembni 
njihovi imunomodulatorni učinki, saj lahko z izločanjem topnih imunosupresivnih 
faktorjev vplivajo na imunske celice, zaradi česar so MSC primerne celice pri zdravljenju 
avtoimunskih bolezni in GVHD. Zanimive pa so tudi zaradi svojega sodelovanja pri tvorbi 
niš tumorskih celic, zaradi česar bi lahko predstavljale nove tarče pri protitumorskih 
terapijah (Domenech, 2017).  
Zaradi zapletov pri poimenovanju v preteklosti, se še danes uporabljeta oba izraza: 
mezenhimske matične celice (MMC) in mezenhimske stromalne celice (MSC). Med 
prebiranjem literature smo ugotovili, da še vedno prednjači izraz mezenhimske matične 
celice, sploh ko je govora o celičnih terapijah. To je lepo razvidno, saj lahko v bazi 
podatkov PubMed pod iskalnim geslom MMC najdemo 50 739 zadetkov in 30 199 pod 
iskalnim geslom MSC. V iskalniku Google najdemo 1730 zadetkov za MMC in 1390 za 
MSC. Pri kliničnih študijah pa v bazi ClinicalTrials najdemo 800 študij na osnovi MMC in 
153 študij na osnovi MSC. Verjetno je ta razkorak pri uporabi imena posledica 
heterogenosti v populaciji MSC, kjer se samo del celic resnično samoobnavlja in samo 
takšne celice so tudi zanimive za terapevtsko uporabo. V nadaljevanju bomo uporabljali 
izraz mezenhimske stromalne celice, ki ga je potrdil tudi ISCT (Mednarodno združenje za 
celično terapijo). 
 
2.1.1 Mišje mezenhimske stromalne celice  
MSC so uspešno izolirali in okarakterizirali iz človeka in številnih živalskih vrst, med 
drugim iz miši, podgan, zajcev, psov, ovc in prašičev (Huang in sod., 2015). Miši so ena 
najpogosteje uporabljanih laboratorijskih živali. Njihove glavne prednosti so, da so sesalci, 
so majhne, poceni in enostavne za vzdrževanje, hitro se razmnožujejo, imajo visoko 
stopnjo homologije z ljudmi (Crow, 2002) ter zbolevajo za podobnimi boleznimi.  
Izolacija MSC iz mišjega kostnega mozga je zelo zahtevna zaradi njihovega nizkega 
odstotka v kostnem mozgu (ena celica na 10
6 
enojedrnih celic kostnega mozga) ter 
specifičnih pogojev gojenja (Zhu in sod., 2010). Zelo so namreč občutljive na 
izpostavljenost atmosferskemu kisiku, ki povzroči znatno povišanje znotrajceličnega 
oksidativnega stresa in celično apoptozo, upočasni rast in zmanjša sposobnost 
diferenciaciacije. Iz tega razloga namnoževanje mišjih MSC izvajamo pri nizkem deležu 
kisika (ponavadi 2-5 % O2). Gojenje celic pri nizki vrednosti kisika tudi zavira rast krvnih 
celic, ki sicer kontaminirajo primarne kulture MSC (Boregowda in sod., 2012). Pomembni 
dejavnik pri uspešnem gojenju mišjih MSC so tudi izbira primernega gojišča, njegovo 
pogosto menjavanje ter nasaditvena gostota celic (Miceska, 2017).  
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Čeprav ni določenih minimalnih meril za identifikacijo mišjih MSC, so njihovi površinski 
označevalci dobro okarakterizirani. Za mišje MSC je na splošno značilno izražanje CD29, 
CD44, CD73, CD105, CD106, Sca-1 ter odsotnost krvotvornih in endotelnih oznaževalcev 
Ter-119, CD45, CD11b in CD31. Izražanje CD90 in Sca-1 je odvisno od seva miši 
(Baddoo, 2003).  
 
2.1.2 Mezenhimske stromalne celice niso izključno v kostnem mozgu 
Koncepta mezenhimskih stromalnih celic in niše sta bila izdelana predvsem na osnovi 
študij opravljenih na krvotvornem sistemu pri ljudeh in pri živalih. Celice, ki ustrezajo 
fenotipskim in diferenciacijskim značilnostim MSC, so poleg kostnega mozga našli še v 
možganih, vranici, jetrih, ledvicah, pljučih, skeletnih mišicah, priželjcu in trebušni slinavki 
(Meirelles in sod., 2006). Te celice poleg označevalcev, ki so značilni za MSC, izražajo 
tudi označevalce za pericite. Periciti so kontraktilne celice, ki obdajajo endotelijske celice 
kapilar in venul po celem telesu. Crisan in sod. (2008) so v številnih natalnih in 
postnatalnih tkivih človeka okarakterizirali populacijo pericitov, ki izražajo CD146, 
ASMA (protitelesa proti gladkemu mišičju), NG2 (nevralni/glialni antigen), PDGFRβ 
(receptor rastnega faktorja iz trombocitov) in alkalno fosfatazo, vendar ne izražajo 
endotelijskih (CD34, CD144, CD31 in vWF), krvotvornih (CD45) in miogenih (miogenin, 
M-kaderin) celičnih označevalcev, kot je to značilno tudi za MSC. Ta dognanja 
dopolnjujejo tista, o katerih so poročali Saccheti in sod. (2007), ki so raziskovali 
perivaskularne celice s tem fenotipom iz skeletnih mišic, trebušne slinavke, maščobnega 
tkiva, placente, kostnega mozga in drugih organov. Periciti v vseh tkivih imajo klasični 
osteogeni, adipogeni in hondrogeni potencial, poleg tega pa tudi miogeni potencial. Tako v 
nativnem stanju in stanju po kulturi imajo fenotip, ki ustreza MSC. Ob upoštevanju obeh 
omenjenih študij se lahko postavi hipoteza, da bi periciti lahko prestavljali prednika MSC 
(Crisan in sod., 2008), kar pa ne izključuje, da lahko nekatere MSC izhajajo iz drugih tkiv, 
kot je npr. živčevje (Isern in sod., 2014).  
Zanimivo je, da celice CD146+, ki so izolirane iz maščobnega tkiva, kažejo aktivnost, ki 
podpira hematopoezo, enako kot CD146+ celice izolirane iz kostnega mozga (Corselli in 
sod., 2013). Zato se zdi, da dejavnost podpore hematopoeze ni izključna lastnost MSC, 
pridobljenih iz kostnega mozga. Bi pa bilo potrebno pomen MSC, izoliranih iz nekaterih 
nehematopoetskih tkiv, pri podpori hematopoeze še podrobneje raziskati. Poleg tega se 
poraja vprašanje, kako se MSC sploh razlikujejo od fibroblastov, glede na to, da imata oba 
tipa celic mezenhimalni izvor in sta porazdeljena po celotnem organizmu. 
Nehematopoetski fibroblasti se za razliko od hematopoetskih sicer ne morejo diferencirati 
v druge mezenhimske linije in imajo drugačen molekularni podpis (Wagner in sod., 2005). 
Glede na široko porazdelitev MSC v različnih tkivih se postavlja vprašanje, ali celice 
migrirajo od enega anatomskega mesta do drugega. Odgovor na to vprašanje je trenutno še 
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stvar razprave, čeprav so dokazali obstoj kroženja MSC v krvi ploda in novorojenčka (He 
in sod., 2007). Pogosteje je kroženje MSC v periferni krvi opisano pri glodalcih. Na primer 
pri podganah so dokazali, da majhno število MSC konstantno kroži v periferni krvi v 
dinamičnem ravnovesju in da se njihovo število znatno poveča pri hipoksičnih razmerah 
(Rochefort in sod., 2006). Posebne mehanizme, ki vodijo do kroženja MSC in natančnejši 
izvor mobiliziranih MSC je potrebno še pojasniti. Določitev ključnih dejavnikov, ki so 
odgovorni za ta proces, bi lahko v kliniki imela velik pomen. Poznavanje mehanizmov za 
sprožitev mobilizacije endogenih MSC bi lahko v regenerativni medicini predstavljalo 
priložnost za uporabo nativnih MSC brez potrebe po gojenju in vitro. 
 
2.1.3 Plastičnost, dediferenciacija in transdiferenciacija 
Plastičnost matičnih celic se nanaša na sposobnost celic, da se spremenijo v celico drugega 
kličnega lista ali da se spremenijo v odrasle celice drugega tkiva, kamor jih pred tem 
prenesemo, kot odgovor na fiziološke potrebe ali dražljaje. Mehanizem plastičnosti ni 
popolnoma pojasnjen, verjetno pa vključuje dediferenciacijo, transdeterminacijo 
transdiferenciacijo in morda celo celično fuzijo med odraslimi celicami in matičnimi 
celicami (Rožman in Jež, 2009). 
Dediferenciacija je proces, v katerem se diferencirane somatske celice vrnejo v manj 
diferencirano, multipotentno stanje. Transdiferenciacija je naraven proces v 
mezodermalnih tkivih, pri katerem se tkivne matične celice iz enega tkiva odraslega 
spremenijo v specializirane celice drugega tkiva, ne da bi pri tem prišlo do vmesnega 
pluripotentnega stanja ali vrste predniške celice (Rožman in Jež, 2009). 
V preteklem desetletju je bilo področju biologije matičnih celic namenjeno veliko 
pozornosti tudi zato, ker so nekateri raziskovalci poročali, da so odrasle matične celice bolj 
plastične, kot bi pričakovali glede na uveljavljene paradigme zarodnega razvoja. Veliko 
truda je bilo že namenjenega dešifriranju molekularnih mehanizmov, ki uravnavajo 
plastičnost odraslih matičnih celic, z namenom njihove uporabe v terapevtske namene. Ta 
prizadevanja so privedla do objav številnih protokolov za spodbujanje odraslih matičnih 
celic k diferenciaciji in vitro preko germinalnih mej - t.i. transdiferenciaciji. Poleg tega je 
veliko raziskav ocenjevalo uporabo teh celic in vivo ter njihov učinek na napredovanje 
bolezni pri živalskih modelih in v človeških kliničnih študijah.  
Kljub začetnim spodbudnim rezultatom so kasneje študije in vivo pokazale, da je običajno 
stopnja vsaditve in transdiferenciacije odraslih matičnih celic v obolelem ali 
poškodovanem tkivu nizka in da zato te celice ne prispevajo k obnavljanju tkiva v znatnem 
obsegu. Te ugotovitve so sprva vzbudile dvom o možnostih izkoriščanja plastičnosti 
odraslih matičnih celic za zdravljenje bolezni. Vendar pa so kasnejša nova poročila 
pokazala, da matične celice/predniške celice, še posebej tiste izolirane iz kostnega mozga, 
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spodbujajo obnovo tkiv z izločanjem topnih dejavnikov. Ti ponavadi delujejo tako, da 
spodbujajo proliferacijo in diferenciacijo endogenih predniških celic ter zmanjšujejo 
vnetne in imunske reakcije. K učinkovitemu popravilu tkiva tako v večji meri pripomore 
sposobnost celic, da lahko spremenijo mikrookolje tkiva, kot pa njihova zmožnost 
transdiferenciacije (Phinney in Prockop, 2007). 
 
2.1.4 Fenotip: homogeni profil, ki skriva heterogeno populacijo 
Trenutno ne poznamo nobenega označevalca, ki bi opisal populacijo MSC v kostnem 
mozgu in vivo. Menili so, da tri protitelesa SH2, SH3 in SH4 prepoznajo površinske 
antigene človeških MSC brez navzkrižnih reakcij s krvotvornimi celicami in odraslimi 
osteoblasti (Haynesworth in sod., 1992) in bi bila torej primerna za identifikacijo MSC in 
vivo. Kasneje so dokazali, da se SH2 veže tudi na endoglin (CD105), receptor TGFβ tipa 
III, ki je prisoten tudi na makrofagih in endotelnih celicah. Podobno tudi SH3 in SH4 
prepoznata antigen CD73 (ekto-5-nukleotidaza), ki je izražen pri podskupinah limfocitov, 
makrofagov, dendritičnih celic, endotelnih celic in epitelnih celic. Kljub temu so ta 
protitelesa koristno orodje za karakterizacijo MSC v kombinaciji s protitelesi proti 
endotelnim označevalcem (CD31, CD34), monocitnim/makrofagnim označevalcem 
(CD14) ali z označevalcem levkocitov (CD45), z namenom izključitve tovrstnih celic. 
Poleg tega je mogoče razlikovati nezrelo podmnožico MSC v kostnem mozgu na podlagi 
ekspresije tkivno nespecifične alkalne fosfataze, glikoproteina, ki je običajno prisoten na 
površini osteoblastov. Redka populacija MSC iz kostnega mozga izraža tudi CD271, ki je 
receptor nevralnega rastnega faktorja (NGFR). Celice CD271+ predstavljajo približno 2 % 
vseh mononuklearnih celic kostnega mozga. So celice z boljšo sposobnostjo proliferacije 
in diferenciacije v osteocite in adipocite. Z gojenjem se izražanje CD271 postopoma 
znižuje (Alvarez-Viejo in sod., 2015). Zaradi nepoznavanja označevalcev, s katerimi bi 
lahko osamili populacijo MSC, osamitev še vedno poteka tako, da v kulturo nasadimo vse 
celice iz kostnega mozga ali drugega tkiva. MSC se pritrdijo na dno gojilne posodice, 
ostale speremo. 
Čeprav označevalca, ki bi določal populacijo MSC in vivo ne poznamo, so pa zato toliko 
bolje definirani označevalci, ki jih te celice izražajo po gojenju v kulturi. Pittenger in sod. 
(1999) so poročali, da celotna populacija človeških MSC, izoliranih iz kostnega mozga, 
enakomerno izraža CD73, CD105, CD29, CD44, CD71, CD90, CD106, CD120a in 
CD124. Poleg tega pa so negativne za CD14, CD34 in CD45. Identifikacija mišjih MSC 
temelji na detekciji ekvivalentnih antigenov, z izjemo antigena Sca-1, ki je pri glodavcih 
izražen tako pri MSC kot tudi pri KMC (Dominici in sod., 2006).  
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Preglednica 1: Izražanje celičnih označevalcev, ki je značilno za humane in mišje MSC (Boxall in Jones, 
2012). 
Tip označevalca Humane MSC Mišje MSC 
Pozitiven (+) 
CD13, CD29, 
CD44, CD73, 
CD90, CD105, 
CD106, CD146, 
CD200, CD271, 
STRO-1, SSEA-4 
CD29, CD44, 
CD73, 
CD105, 
CD106 
Negativen (-) 
CD11b, CD31, 
CD34, CD45, 
CD117 
Ter-119, 
CD45, 
CD11b, 
CD31, CD117 
Variabilen (+/-) CD10 Sca-1, CD90 
 
Na splošno morfološke in imunološke značilnosti MSC kažejo na homogenost te celične 
populacije, ki se ohranja tudi skozi ponavljajoče pasaže. V resnici so MSC v primarnih 
kulturah mešanica celic z različno sposobnostjo proliferacije, potentnosti in matičnosti. 
Odkritje površinskih označevalcev, ki jih izraža le del populacije MSC, je omogočilo 
boljše razumevanje dejanske sestave MSC iz kostnega mozga in njihove morebitne 
hierarhične organizacije (Domenech, 2017). 
 
2.1.5 Vloga MSC v imunskem sistemu: MSC kot imunomodulatorne celice 
Poleg tega, da so MSC del strome imajo tudi imunomodulacijsko aktivnost. Pred približno 
15 leti je bilo ugotovljeno, da lahko MSC iz kostnega mozga občutno zavirajo proliferacijo 
limfocitov T in tudi drugih imunskih celic, vključno z limfociti B, naravnimi celicami 
ubijalkami (NK) in dendritičnimi celicami (Le Blanc in Mougiakakos, 2012). MSC 
izvajajo te učinke z izločanjem topnih dejavnikov in tudi preko neposrednih interakcij med 
celicami. Dejavniki MSC, ki imajo zaviralni učinek na proliferacijo in funkcijo celic T, so: 
indolamin 2,3-dioksigenaza (IDO), prostaglandin E2 (PGE2), TGFβ1 (transformirajoči 
rastni faktor β), inhibitorni faktor levkemije (LIF), hem oksigenaza-1 in topni HLA-G5 
(humani levkocitni antigen - molekule G5). Poleg tega izločajo številne citokine in 
kemokine, ki lahko neposredno pritegnejo številne celice, vključene v vnetne in prirojene 
imunske odzive. MSC se aktivirajo pod vplivom proinflamatornih citokinov kot so 
interferon-γ, interlevkin-1α in -1β. MSC izražajo tudi veliko receptorjev za citokine in 
9 
Žnidarčič A. Karakterizacija MSC, izoliranih iz KM mladih in starih miši BALB/c. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Biotehnologije, 2018  
 
kemokine, ki spodbujajo migracijo MSC na vnetna in/ali poškodovana območja tkiv kot 
odgovor na kemotaktične signale in sodelujejo pri imunskih odzivih ali pri popravljanju 
tkiva. Za nestimulirane MSC so najmočnejši kemotaktični dejavniki rastni faktorji PDGF-
AB in inzulinu podobni rastni faktor-1 (IGF-1) in ne kemokini. Po drugi strani pa 
kemokini SDF-1, RANTES, MDC (iz makrofagov pridobljeni kemokin) ter rastni faktor 
Ang-1 dosežejo primerljivo aktivnost, če so MSC predhodno stimulirane s TNFα (Ponte in 
sod., 2007).  
Imunosupresivno aktivnost MSC so potrdili in vivo v kliničnih raziskavah pri človeku. 
Pokazali so, da intravenozna infuzija MSC, pridobljenih iz kostnega mozga, predstavlja 
učinkovit način zdravljenja hude akutne oblike bolezni presadka proti gostitelju (GVHD), 
ki je odporna na zdravljenje s steroidi (Le Blanc in sod., 2008). V teku so tudi študije pri 
bolnikih z avtoimunskimi boleznimi kot sta Chronova bolezen in multipla skleroza 
(Squillaro in sod., 2016).  
 
2.1.6 Sodelovanje MSC v procesu celjenja tkiva 
MSC sodelujejo pri popravilu tkiva kot odziv na poškodbe in bolezni. Prvotno so jih 
raziskovali zaradi njihove zmožnosti popravila okvare okostja, najprej na eksperimentalnih 
živalskih modelih in pozneje pri ljudeh, ki jih je prizadela osteogeneza imperfecta (OI), 
genetska napaka v kosteh in drugih tkivih, ki jo povzročijo mutacije v genih za kolagen 
tipa 1 (Horwitz in sod., 2002). Za to bolezen so značilne krhke kosti in sklepi. Kasneje so 
dokazali, da so MSC učinkovite za zdravljenje pri živalskih modelih za poškodbe pljuč, 
bolezni ledvic, diabetesa, bolezni presadka proti gostitelju, miokardnega infarkta in 
različnih nevroloških motenj (Phinney in Prockop, 2007). 
Zanimivo je, da so pri nekaterih študijah poročali o pozitivnih učinkih celjenja tkiva z 
uporabo MSC, kljub temu da so zaznali nizko ali samo prehodno raven vsajenih celic in 
vivo. Na primer, pri raziskavah v povezavi z OI so otroci, ki so prejeli terapijo z MSC, 
imeli merljive izboljšave pri hitrosti rasti, mineralni gostoti kosti in pri gibanju, kljub temu, 
da so bile ravni vgrajenih darovalčevih MSC v kosteh, koži in drugih tkivih manjše od 1 
%. Opazili so tudi izboljšanje delovanja srca po infuziji človeških MSC v imunsko 
oslabljene miši z akutnim miokardnim infarktom, čeprav tri tedne po injekciji ni bilo 
mogoče zaznati nobenih vsajenih donorskih celic (Iso in sod., 2007). Vse kaže, da 
izločanje topnih dejavnikov, ki spreminjajo tkivno mikrookolje, lahko igra pomembnejšo 
vlogo pri popravilu tkiv kot zmožnost transdiferenciacije (Prockop, 2007). 
MSC proizvajajo različne citokine in adhezijske molekule, ki uravnavajo hematopoezo. 
Prav tako so analize človeškega in mišjega transkriptoma pokazale, da celice izražajo 
transkripte, ki kodirajo proteine, ki uravnavajo širok spekter bioloških dejavnosti, vključno 
z angiogenezo, celjenjem ran, imunskim sistemom in obrambo ter nevronskimi aktivnostmi 
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(Phinney in sod., 2006). Avtorji so v analizi ugotovili, da mnoge od teh regulatornih 
proteinov izražajo specifične subpopulacije celic. Te ugotovitve kažejo, da je sestava 
strome kostnega mozga in njene funkcije, bolj zapletena kot so sprva mislili. Dejstvo, da 
širšo populacijo MSC očitno sestavlja več subpopulacij z različnimi lastnostmi delno 
pojasnjuje njihovo široko terapevtsko učinkovitost in vivo. 
MSC izražajo številne proangiogene dejavnike in proteine, ki modulirajo migracijo 
endotelijskih celic. Ti dejavniki povzročajo proliferacijo kapilar in razširitev sinusoidnega 
prostora ter rast kosti. Za več teh dejavnikov se je izkazalo, da mobilizirajo krvotvorne 
matične celice iz srca in povzročijo njihovo množitev (Hattori in sod., 2001). Kosti in 
kostni mozeg so prav tako oživčene z živčnim tkivom, zato MSC izražajo tudi različne 
nevroregulatorne proteine, vključno z nevrotrofini, faktorji, ki spodbujajo nevrite in 
nevropeptidi. Ti dejavniki verjetno sodelujejo pri vzdrževanju živčnega tkiva in vodijo 
oživčenje živčnih vlaken v kosteh in kostnem mozgu med rastjo, preoblikovanjem in 
reparacijo po poškodbi. Znano je, da nekateri nevronski regulatorni proteini vplivajo tudi 
na rast in diferenciacijo krvotvornih in osteogenih celic (Yang in sod., 2003).  
V raziskavi so Oritz in sod. (2007) prav tako identificirali podskupine MSC, ki izražajo 
visoko stopnjo antagonistov receptorjev interlevkina (IL)-1. Ta ugotovitev je skladna z 
dejstvom, da IL-1 deluje kot močan faktor resorpcije kosti. Izražanje teh in drugih 
neidentificiranih dejavnikov s strani MSC pojasnjuje njihovo sposobnost, da obnavljajo 
tkivo z različnimi mehanizmi, vključno s spodbujanjem preživetja in proliferacije 
endogenih celic, indukcijo angiogeneze, z zaviranjem vnetnih in imunskih odzivov, z 
zmanjševanjem apoptoze in s prenosom mitohondrijev (Phinney in Prockop, 2007). Z 
natančnejšo identifikacijo in z boljšo karakterizacijo MSC populacij se lahko poveča 
njihov terapevtski učinek pri določenih boleznih.  
 
2.1.6.1 Kako poteka obnova tkiv? 
Ljudje smo razvili zapleten celični in kemični odziv na poškodbe tkiva. MSC imajo 
zapleteno večkomponentno reaktivnost in so ena glavnih sestavin odziva na poškodbe 
(Caplan in Hariri, 2015). MSC verjetno nastanejo iz pericitov, ki se sproščajo iz 
poškodovanih ali vnetih žil na mestu poškodbe (Caplan, 2008; Meirelles in sod., 2009). 
Periciti se nahajajo na zunanji strani vsake krvne žile v skoraj vsakem tkivu v telesu.  
Vsaka kapilara v telesu ima na zunanji strani bazalno lamino, kjer so v zunajcelični matriks 
vgrajeni periciti (Bergers in Song, 2005). Pomembno je, da so periciti v tem položaju 
zaradi dveh funkcionalnih razlogov: prvič, periciti imajo vgrajen kontraktilni aparat in se 
lahko odzovejo na modulatorje krvnega tlaka, stisnejo žile, da dosežejo visok krvni tlak in 
sprostijo oprijem za nižji krvni tlak (Hirschi in Majesky, 2004). Drugi razlog za ta položaj 
pericitov je, da se tako lahko ob poškodbi sproščajo iz njihovega položaja ob žili. 
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Sproščeni pericit se nato na mestu razvije v aktivirano MSC (Caplan, 2012). MSC na 
mestu poškodbe tvorijo številne molekule, ki zavirajo preveč agresiven odziv imunskih 
celic. To je prva obrambna linija telesa pred avtoimunskimi reakcijami (Caplan in Sorrell, 
2015). MSC tako spremenijo imunski odziv, ker zaznavajo lokalno okolje in s parakrinim 
delovanjem ustvarijo nekakšno molekularno zaveso, ki endogenim ali eksogenim MSC 
omogoča, da zaobidejo imunski sistem. Skupna značilnost endogenih in eksogenih MSC 
je, da pridejo na mesta poškodbe, kjer nato tudi delujejo (Lin in sod., 2014). Alogenske ali 
ksenogenske MSC se lahko začasno izognejo nadzoru in funkciji prejemnikovega 
imunskega sistema ter tako proizvajajo terapevtske molekule (Bonfield in sod., 2010). 
Prav tako MSC izločajo tudi spekter molekul, ki zavirajo nastanek brazgotin in pospešujejo 
počasen proces regeneracije tkiva. Te kompleksne aktivnosti se imenujejo trofične 
aktivnosti. Kot zelo kompleksen primer lahko izpostavimo regeneracijo jeter. Če se del 
jeter poškoduje ali se del odreže, potem se ta predel jeter izolira od ostalega zdravega dela. 
Pri krvnih žilah, ki potekajo po poškodovanemu delu, se naredi strdek, ki zatesni 
poškodovani del žile. Sprostijo se jetrne MSC, ki zaznajo škodo, zaščitijo meje rane in nato 
vzpostavijo območje regeneracije tega režnja. Ta kompleksna, večfazna aktivnost se je 
razvila, da bi zaščitila tkiva pred vdorom tujkov ter vzpostavila in optimizirala počasnejšo 
tkivno specifično regenerativno sposobnost (Caplan, 2016). 
 
2.1.6.2 Protimikrobne molekule 
Ugotovili so, da imajo MSC tudi sposobnost zaznavanja prisotnosti gram pozitivnih in 
gram negativnih bakterij. Izdelujejo in izločajo lahko antibakterijske proteine, ki ob stiku 
ubijejo bakterije (Krasnodembskaya in sod., 2010). Ena od teh molekul je LL37, ki poleg 
tega da uniči bakterijo, pritegne tudi makrofage, da odstranijo ostanke bakterij. Te 
molekule so defenzini, ki se proizvajajo v ustni votlini in v gastrointestinalnem traktu 
(Bonfield in sod., 2013).  
MSC imajo torej aparat za zaznavanje bakterij in odzivanje nanje, ki jim pomaga čistiti 
rane in vzpostaviti primerno okolje za organizacijo tkivno specifične regeneracije. Kako 
natančno se je evolucijsko razvila ta lastnost MSC, še ni raziskano (Caplan, 2016).  
 
2.2 STARANJE MEZENHIMSKIH STROMALNIH CELIC 
V zadnjih letih so bile objavljene številne študije o staranju MSC. Primerjali so celice 
mladih in starih darovalcev z analizo različnih parametrov, kot so proliferacija, 
klonogenost, diferenciacijski potencial, imunomodulacijske lastnosti, izražanje genov, 
migracija in celična adhezija (Stoltz in sod., 2015). Tovrstne študije na žalost niso prišle 
vedno do enakih zaključkov, kar pa je mogoče razložiti z množico različnih 
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eksperimentalnih spremenljivk (Baker in sod., 2015). Težko je tudi zaključiti, če 
replikativno staranje MSC odraža njihovo staranje in vivo, zato je pomembno, da se za 
poskuse in vitro upošteva, v katerih pasažah oziroma po kolikih celičnih delitvah so celice 
uporabljene. Tako je primerjava med različnimi študijami lažja. Zaradi čim boljšega 
posnemanja pogojev in vivo je cilj znanstvenikov, da v poskusih uporabljajo celice čim 
nižjih pasaž.. Težava pri tem je, da je za uporabo MSC v regenerativni medicini potrebno 
zadostno število celic, ki ga dosežemo šele po njihovem precej obsežnem namnoževanju v 
laboratoriju. Celice je potrebno pomnoževati skozi več pasaž, zato je preučevanje 
replikativnega staranja še kako pomembno. 
 
2.2.1 Staranje in klonogenost 
Med prvimi študijami klonogenosti MSC iz kostnega mozga so Digirolamo in sod. (1999) 
odkrili, da je sposobnost MSC za oblikovanje kolonij v korelaciji z njihovo stopnjo 
proliferacije. Z višanjem starosti darovalca se zmanjšuje sposobnost proliferacije MSC in s 
tem tudi sposobnost tvorbe kolonij (Li in sod., 2014). Poleg tega so pokazali, da obstaja 
povezava med velikostjo kolonij in nadaljnjo diferenciacijo MSC. Velike kolonije se laže 
diferecirajo v osteocite in adipocite, z ekspanzijo in vitro pa sposobnost diferenciacije v 
adipocite izgine. To se zgodi neodvisno od starosti darovalca. Večina študij pa je pokazala 
upad števila CFU-F s povečanjem starosti darovalcev MSC (Charif in sod., 2017). 
 
2.2.2 Staranje in fenotip 
Zaenkrat nič ne kaže, da bi bil osnovni fenotip MSC (CD73, CD90, CD105, CD29, CD44, 
CD71, CD106, CD120a in CD124) odvisen od starosti darovalcev. (Baker in sod., 2015). 
Nekateri avtorji predlagajo preučevanje subpopulacij MSC, ki izhajajo direktno iz 
kostnega mozga ali so v zgodnjih pasažah in vitro, saj gojenje skozi številne pasaže lahko 
spremeni izražanje površinskih antigenov. Poleg osnovnih fenotipskih označevalcev pa se 
v zadnjem času preučuje še mnoge nove, v izražanju katerih pa so opazili razlike glede na 
starost darovalcev celic. Kljub odsotnosti korelacije med starostjo darovalcev in 
izražanjem površinskih označevalcev so Siegel in sod. (2013) pri prvi pasaži odkrili 
subpopulacijo celic CD146+, ki so manjše velikosti, imajo pa boljše proliferacijske 
zmožnosti. Odkrili so tudi, da vsebujejo MSC iz kostnega mozga mladih darovalcev več 
pozitivnih celic za označevalce CD71, CD146 in CD274. Drugi avtorji so kasneje potrdili, 
da se populacija MSC CD146+ zmanjšuje s starostjo darovalcev (Maijenburg in sod., 
2012). Izražanje označevalca CD146 pri MSC pa bi naj bilo celo v korelaciji z njihovo 
multipotentnostjo (Siegel in sod., 2013). Ta CD146+ populacija je zmožna 
samoobnavljanja, rekonstrukcije kosti in hematopoeze, ki podpira stromo pri presaditvi v 
miši.  
13 
Žnidarčič A. Karakterizacija MSC, izoliranih iz KM mladih in starih miši BALB/c. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Biotehnologije, 2018  
 
2.2.3 Senescenca in oksidativni stres 
Denham Harman je bil eden prvih, ki je predstavil teorijo oksidativnega stresa pri staranju. 
V literaturi je mnogo člankov, ki opisujejo, da so celice, gojene in vitro in izpostavljene 
oksidativnemu stresu ali ionizirajočemu sevanju, podvržene senescenci (Benameur in sod., 
2015). Malo pa je del, kjer bi preučevali učinek starosti darovalca na staranje MSC. 
Senescenca je nesposobnost delitve oz. zastoj celičnega cikla. Stolzing in sod. (2008) so 
analizirali senescenco z merjenjem izražanja P21 in P53, vendar brez merjenja β-
galaktozidazne aktivnosti. P21 in P53 sta celična označevalca, ki zavirata celični cikel. 
Analiza je pokazala, da se je pri MSC iz starih darovalcev, izražanje teh označevalcev 
povečalo, skupaj s stopnjo oksidativnega stresa in proizvodnjo dušikovega monoksida 
(NO). Ugotovili so, da je senescentni fenotip povezan tudi z izražanjem inhibitorjev 
celičnega cikla P53 in P21. 
Brandl in sod. (2011) so preučevali učinek izpostavljenosti celic oksidativnemu stresu, ki 
ga povzroča vodikov peroksid (H2O2). Ugotovili so, da so MSC bolj odporne na 
nesmrtonosno količino vodikovega peroksida, v primerjavi s hondrociti ali fibroblasti. 
Imele so namreč boljšo sposobnost proliferacije in daljše telomere. Vendar pa se toleranca 
na vodikov peroksid s starostjo bolnikov zmanjšuje. Druga dela so pokazala, da MSC pri 
izpostavljenosti reaktivnim kisikovim spojinam (ROS) in reaktivnim dušikovim spojinam 
(RNS) lahko nadzirajo oksidativni stres zaradi glutationa, ki je v celicah prisoten kot 
antioksidant (Valle-Prieto in Conget, 2010). Pokazala so tudi, da se raven ROS poveča s 
višanjem starosti darovalcev MSC. 
Zadnje raziskave ugotavljajo, da je endogena raven ROS v korelaciji s stopnjo 
označevalcev celične senescence. Pri izražanju APE1/Ref-1 (apurinska / apirimidinska 
endonukleaza-1 / redoksni faktor-1) je vplivalo na zmanjšanje senescentnega fenotipa 
MSC (Heo in sod., 2009). Znano je, da APE1/Ref-1 zavira nastanek ROS z zaviranjem 
GTPaze Rac1, ki ga nadzira NADPH oksidaza. Ohranjanje karakteristik MSC, nadzor 
proizvodnje ROS in senescenca so pomembni parametri, ki jih je potrebno upoštevati pri 
uporabi teh celic v regenerativni medicini.  
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2.3 KAKO SLEDITI CELIČNEMU STARANJU? 
Pred transplantacijo je pogosto potrebno celice namnožiti in vitro. Več študij je pokazalo, 
da dolgotrajno gojenje MSC povzroči spremembe celic, kot je zmanjšanje stopnje 
proliferacije, poveča se velikost celic, spremeni se njihov diferenciacijski potencial in 
nastanejo kromosomske nepravilnosti, zaradi česar bi dolgotrajno gojenje celičnih 
pripravkov lahko imelo tudi nezaželene posledice (Wagner in sod., 2010).  
Mezenhimske stromalne celice so zaradi njihovega parakrinega učinka, imunomodulatorne 
aktivnosti in zmožnosti diferenciacije že testirali za zdravljenje širokega nabora bolezni 
(Sensebe in sod., 2010). Uporaba MSC kot celičnih terapevtikov zahteva standardizirano 
izolacijo in zanesljivo kontrolo kakovosti celičnih pripravkov, kar pa nestandardizirane 
metode za pripravo MSC močno ovirajo (Wagner in sod., 2007). Poleg tega je potrebno 
tudi pri zelo standardiziranih razmerah gojenja upoštevati stalne spremembe celic pri višjih 
pasažah in sčasoma nastanek replikativne senescence (Bork in sod., 2010). MSC lahko 
gojimo le omejen čas, preden dosežejo senescentno stanje. To tako imenovano 
Hayflickovo mejo pogosto opažajo v vseh primarnih celičnih izolatih (Hayflick, 1965, cit 
po Wagner in sod., 2010). Pri senescentnih celicah je značilen zastoj mitoze. Celice sicer 
niso mrtve in ostanejo metabolično aktivne. Zaradi pridobljenih funkcionalnih in 
molekularnih sprememb MSC postanejo velike, dobijo morfologijo »ocvrtih jajc«, 
spremeni se izražanje specifičnih površinskih označevalcev (Wagner in sod., 2008), 
omejen pa je tudi adipogeni in osteogeni diferenciacijski potencial (Kim in sod., 2009). 
Wagner in sod. (2010) so dokazali, da je dolgotrajno gojenje celic povezano s stalnimi 
spremembami v globalnem profilu izražanja genov (Wagner in sod., 2008). Geni, ki so 
vpleteni v celični ciklus, v replikacijo DNA, v mitozo in popravilo DNA, se bistveno 
slabše izražajo v poznejših pasažah. Ta ponovljivi vzorec spreminjanja genov, povezanih s 
staranjem, krepi hipotezo, da je celično staranje organiziran proces in ne naključno 
kopičenje celičnih napak. Wagner in sod., (2009) so primerjali spremembo ekspresije 
genov pri dolgotrajnem gojenju celic in s starostjo povezane spremembe pri MSC mladih 
in starih darovalcev. Ugotovili so povezavo med ekspresijo genov in starostjo darovalcev, 
kar kaže, da je celično staranje povezano s staranjem organizma.  
 
2.3.1 Število pasaž in podvojitveni čas populacije 
Celice v kulturi je mogoče nenehno opazovati, zato sta stopnja proliferacije in število 
celičnih delitev najbolj enostavni lastnosti za opazovanje. Očitno je, da je najprimernejši 
parameter za dokumentiranje namnoževanja v kulturi preprosto štetje celičnih pasaž. V 
standardiziranih kulturah ta postopek zagotavlja napovedni indikator za replikativno 
senescenco. Vendar pa se gostota nasajanja celic (10 do 10
4
 celic/cm
2
) in tudi stopnja 
konfluence, pri kateri celice presajamo, pogosto razlikuje med različnimi laboratoriji 
(Bartmann in sod., 2007). Beleženje števila pasaž zato lahko hitro privede do zavajajočih 
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rezultatov pri primerjanju stanja senescence pri nestandardiziranih razmerah. Izračun 
podvojitvenega časa populacije je bolj natančen (Cristofalo in sod., 1998). Običajno 
kulture MSC izoliramo na podlagi njihove adherence na dno gojilne posodice, zato lahko 
njihovo začetno število ocenimo le s štetjem fibroblastnih kolonijskih enot (CFU-F) na 
podlagi domneve, da vsaka kolonija nastane iz ene same klonogene MSC. Temu sledi 
natančna določitev števila celic v vseh zaporednih pasažah, saj se kakršna koli nepravilnost 
prenese naprej na naslednje pasaže in lahko dobimo napačen podatek o podvojitvenem 
času. Vedeti pa je potrebno, da analiza podvojitvenega časa populacije ne upošteva izgube 
celic med pasažami zaradi apoptoze, nekroze ali izgub pri samem rokovanju s celicami, 
prav tako ne upošteva, da obstajajo velike razlike med različnimi biološkimi vzorci. Pri 
kateri pasaži ali številu celičnih delitev se MSC približujejo replikativnemu ali stresno 
pogojenemu senescentnemu stanju je torej težko oceniti (Wagner in sod., 2010). 
 
2.3.2 Površinske molekule in histokemični označevalci za senescenco 
Do sedaj še ni poznan noben zanesljiv molekularni označevalec, ki bi odražal stopnjo 
staranja MSC. Opazovali so, da se izražanje leptinskega receptorja (CD295) pri MSC 
starejših donorjev poviša pri višjih pasažah in pri hiperoksičnih razmerah gojenja. Analiza 
s pretočno citometrijo je pokazala subpopulacijo pozitivno za CD295, vendar pa te celice 
prav tako obarva aneksin V, ki se v pretočni citometriji uporablja za detekcijo apoptotičnih 
celic. Iz tega sledi, da CD295 po vsej verjetnosti obarva apoptotične celice, ki se kopičijo 
pri višjih pasažah in ne senescentnih celic (Lashober in sod., 2009). 
Povečan delež senescentnih celic je mogoče obarvati tudi na osnovi s senescenco 
povezanega kopičenja encima beta-galaktozidaze (SA-β-gal), ki katalizira hidrolizo β-
galaktozidnih vezi. Ta lizosomski protein je pretežno aktiven v senescentnih fibroblastih in 
v manjši meri tudi v MSC. Postopek barvanja je enostaven in zanesljiv, težava je, da je 
rezultat težko kvantificirati (Zhou in sod., 2008). Omeniti je treba, da SA-β-gal ni niti 
potreben in ni vzrok za manifestacijo senescence (Lee in sod., 2006). Kljub omejitvam pri 
kvantifikaciji in prospektivni analizi MSC je SA-β-gal najbolj razširjen biooznačevalec za 
senescentne in starajoče celice. 
Obstaja vprašanje, ali učinki, ki se pojavijo med dolgoročnim gojenjem in vitro, resnično 
predstavljajo spremembe, povezane s staranjem celic in vivo. Kaže da funkcionalna 
kakovost MSC v kulturi ni toliko odvisna od starosti darovalcev kot od pogojev in vitro. 
Razumevanje učinkov celičnega staranja in vitro pa je potrebno za uporabo MSC pri 
celičnih terapijah. Poleg tega je pomembno upoštevati, da se razlike v starosti med 
darovalci lahko prenesejo na razlike v sposobnosti celic, da prenesejo stres ob gojenju in 
vitro. Zaenkrat je še nejasno, koliko pasaž, kolikšen podvojitveni čas populacije celic ali 
kakšne s senescenco povezane molekularne spremembe so še sprejemljive, da se zagotovi 
optimalni terapevtski učinek nagojenih celic. Jasno je, da je potrebno vzpostaviti zanesljivo 
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metodo za spremljanje celičnega staranja MSC. Molekularne spremembe v ekspresiji 
genov ali stopnji metilacije DNA predstavljajo močno perspektivo na tem področju. 
Nadaljnje bioinformacijske analize in validacija različnih pripravkov iz MSC, bodo utrle 
pot zanesljivemu panelu različnih označevalcev staranja in senescence (Baker in sod., 
2015). 
 
2.4 STAROST DAROVALCEV MATIČNIH CELIC IMA VPLIV NA PREŽIVETJE 
PREJEMNIKA 
Pri bolnikih, ki potrebujejo presaditev matičnih celic iz kostnega mozga in s sorodniki 
nimajo ustreznega ujemanja v HLA alelih, je sprejet ustaljen način zdravljenja z 
alogenskimi KMC. Te pridobijo od prostovoljnih darovalcev kostnega mozga, s katerimi 
prejemniki nimajo sorodstvenih vezi. Če je za posameznega bolnika identificiranih več 
primernih darovalcev na podlagi ujemanja v HLA alelih, se za izbiro najprimernejšega 
darovalca, poleg skladnosti v HLA, lahko uporabljajo tudi druga merila, na primer starost 
darovalca (Kollman in sod., 2001). 
V retrospektivni študiji so Kollman in sod. (2001) analizirali 6978 presaditev kostnega 
mozga med leti 1987 in 1999. Zanimalo jih je kako so lastnosti darovalcev vplivale na 
uspešnost presaditve. Vrednotili so možne učinke starosti darovalcev, njihov serološki 
status glede okužbe s citomegalovirusom, ujemanje v krvni skupini (AB0), rase, spola in 
materinstva glede na preživetje pacienta po presaditvi, na splošno pojavnost bolezni, na 
akutno in kronično bolezen presadka proti gostitelju (GVHD), uspešnost presaditve in 
ponovitev bolezni. Starost je bila edina značilnost darovalca, ki je znatno vplivala na 
splošno preživetje bolnikov po presaditvi. Petletna skupna stopnja preživetja prejemnikov 
presaditve je znašala 33 %, 29 % in 25 % pri darovalcih starih od 18 do 30 let, od 31 do 45 
let in več kot 45 let. Podoben učinek so opazili v primerih, kjer darovalci in prejemniki 
niso imeli popolnega ujemanja HLA (28 %, 22 % in 19 %). Rasa ni vplivala na uspešnost 
presaditve. Pojavnost akutne oblike bolezni presadka proti gostitelju stopnje III in IV je 
bila 30 %, 34 % in 34 % z darovalci iz prej omenjenih treh starostnih skupin. Pojavnost 
kronične oblike bolezni presadka proti gostitelju pa je znašala 44 %, 48 % in 49 %. 
Prejemniki z ženskimi darovalkami, ki so v preteklosti prestale že več nosečnosti, so imeli 
višjo stopnjo kronične oblike GVHD kot prejemniki z moškimi darovalci, in sicer 54 % v 
primerjavi s 44 %.  
Kollman in sod. so leta 2016 objavili še eno podobno študijo. Rezultate presaditev so 
analizirali v dveh neodvisnih podatkovnih nizih, in sicer med leti 1988 in 2006 (N = 6349) 
ter od leta 2007 do 2011 (N = 4690). Prvi niz je predstavljal testno skupino, drugi pa 
validacijsko. Preživetje po presaditvi je bilo boljše, če so bili darovalci mladi, stari med 18 
in 32 let, hkrati pa so se ujemali v HLA s prejemniki (p < 0,001). Ugotovili so, da vsak 
desetletni prirast v starosti darovalca, povzroči za 5,5 % večjo umrljivost po presaditvi. Na 
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poslabšanje preživetja je vplivalo tudi nepopolno ujemanje darovalca in prejemnika v HLA 
antigenih. 
Po sedaj znanih ugotovitvah sta torej najbolj pomembna dejavnika za izbiro pravega 
darovalca pri transplantacijah starost darovalca in njegovo ujemanje s prejemnikom v vseh 
HLA alelih. Ostale preučevane lastnosti darovalcev niso imele vpliva na preživetje. Izjema 
je krvna skupina AB0, ki je imela manjši pozitiven vpliv na stopnjo preživetja, ampak so 
potrebne še dodatne študije, preden se lahko podajo dokončna priporočila (Kollman in 
sod., 2016). 
 
2.5 IZZIVI PRI TERAPIJI Z MEZENHIMSKIMI STROMALNIMI CELICAMI 
Pred 22 leti je Lazarus (1995) izvedel prvo klinično preizkušanje z injeciranjem celic iz 
kostnega mozga pri bolnikih s hematološkimi obolenji. Od takrat so bili opravljeni številni 
klinični preizkusi, kjer so testirali izvedljivost in učinkovitost terapije z MSC, pri čemer je 
bilo več kot 2000 bolnikov zdravljenih z alogenskimi ali avtolognimi MSC za različne 
bolezni. Klinična uporaba MSC je v porastu tako pri degenerativnih boleznih kot imunskih 
boleznih. Humane mezenhimske stromalne celice so trenutno v kliničnih preizkušanjih za 
njihovo uporabo pri zdravljenju hematoloških bolezni, bolezni presadka proti gostitelju, pri 
presaditvi organov, sladkorni bolezni, pri vnetnih boleznih, pri boleznih jeter, ledvic in 
pljuč, ter pri kardiovaskularnih, kostnih, nevroloških in avtoimunskih boleznih (glej sliko 
2) (Squillaro in sod., 2016). V bazi podatkov ClinicalTrials.gov je trenutno moč najti 
skoraj tisoč študij pod iskalnim geslom MSC. 
 
 
Slika 2: Odstotki kliničnih preizkušanj, ki temeljijo na MSC, glede na vrsto bolezni (prirejeno po Squillaro in 
sod., 2016). 
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Na žalost so klinična preizkušanja do danes dosegla le skromne izboljšave pri obnavljanju 
normalne funkcije degeneriranih tkiv. Eden glavnih razlogov za počasen napredek na tem 
področju je zagotovo smrt presajenih celic. Le nekaj ur po presaditvi lahko propade do 
99 % celic zaradi kombinacije mehanskih, celičnih in prejemnikovih dejavnikov. Zlasti 
mehanski stres med implantacijo, izguba zunajceličnega matriksa, pomanjkanje hranil in 
kisika na mestu prejetja celic in vnetni odziv prejemnika so škodljivi dejavniki, ki 
omejujejo dolgoročno preživetje presajenih celic. Ugoden učinek celične terapije za 
regerativno medicino je v končni fazi odvisen od števila celic, ki dosežejo ciljno tkivo, od 
njihove sposobnosti preživetja in njihovega spodbujanja obnove tkiva (Baldari in sod., 
2017). 
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3 MATERIAL IN METODE 
Raziskovalno delo je bilo v celoti izvedeno na Zavodu Republike Slovenije za 
transfuzijsko medicino Ljubljana v letu 2016 in 2017. 
 
3.1 IZOLACIJA 
Izolacijo mišjih mezenhimskih stromalnih celic iz kostnega mozga smo izvedli po 
protokolu opisanem v diplomskem delu »Serijska presaditev kostnega mozga pri 
neobsevanih miših BALB/c« (Jazbec, 2014), izolacijo mezenhimskih stromalnih celic pa 
po protokolu iz »Izolacija, gojenje in karakterizacija mezenhimskih stromalnih celic iz 
mišjega kostnega mozga« (Miceska, 2017). 
 
3.1.1 Material 
 Miši BALB/c AnNCrl 
 Sestava medija za pridobitev celic: 
- RPMI 1640 (Gibco) 
- 25 mM HEPES (Gibco, pH = 7,0-7,5) 
- 1 mM EDTA (O,5 M EDTA Gibco UltraPure, pH = 8) 
- 1% PenStrep (Penicilin 10 000 E/ml, Streptomicin 10 000 µg/ml; 1:1; Gibco) 
 DPBS (Gibco) 
 70 % etanol 
 5 % Asepsol (Pliva) 
 2 seta sterilnih škarij in ukrivljenih pincet (1 set za zunanje dele miši in 1 set za 
notranje dele) 
 Sterilni skalpel, gaze, terilnik, pestilo 
 40 µm najlonska sita (Falcon) 
 50 ml centrifugirke (Sarstedt) 
 Centrifuga z možnostjo hlajenja 
 Brezprašna komora 
 Kadička z ledom 
 Pipete z nastavki s filtrom v različnih velikostih, Pasteurjeve pipete, serološke 
pipete 
Celice smo izolirali iz mladih in starih miši BALB/c. Z živimi živalmi so rokovale 
izključno zaposlene osebe iz Zavoda RS za transfuzijsko medicino in Veterinarske 
fakultete Ljubljana, ki imajo dovoljenje za izvajanje poskusov na živalih. Miši so bile 
žrtvovane z uporabo CO2 in cervikalno dislokacijo v skladu s Pravilnikom o pogojih za 
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izvajanje poskusov na živalih, ki ga določa Uprava Republike Slovenije za varno hrano, 
veterinarstvo in varstvo rastlin, UVHVVR, št. dovoljenja: U34401-9/2015/5. 
 
3.1.2 Metoda izolacije 
1. Po žrtvovanju smo miš najprej razkužili, in sicer tako, da smo jo za nekaj minut 
pomočili v 5 % raztopino Asepsola. Med tem smo si v brezprašni komori pripravili 
delovno površino in ves potreben sterilen pribor. Gojišče in DPBS smo postavili v 
kadičko z ledom. 
2. Miš smo osušili in jo položili v brezprašno komoro. S škarjami in pinceto smo 
naredili rez na sredini hrbta. Z gazami v vsaki roki smo prijeli mišjo kožo na vsaki 
strani reza in z močnim gibom potegnili kožo proti glavi oz. proti repu.  
3. Škarje in pinceto smo zamenjali s svežim setom in previdno odstranili kosti nog: po 
dve golenici (tibia), stegnenici (femur) in nadlahtnici (humerus), črevnici (ilium) ter 
hrbtenico.  
4. Izolirane kosti smo sproti odlagali v petrijevko z gojiščem za izolacijo (RPMI, 
HEPES, EDTA, PenStrep) na ledu. 
5. Nato smo s pomočjo skalpela, pincete in sterilnih gaz s kosti odstranili vse mišice 
in vezivno tkivo (slika 3a, b in c).  
6. Očiščene kosti smo 2 minuti sterilizirali v 70 % etanolu, potem pa smo jih sprali s 
DPBS. 
7. Sledil je postopek trenja, kjer smo v terilnik položili kosti nog in črevnici, dodali 
približno mililiter medija za izolacijo in s pestilom z gibi gor, dol, levo in desno 
strli kosti na fragmente (slika 3d). Opisani gibi so zelo pomembni, saj bi s krožnimi 
gibi kosti zdrobili v predrobne koščke. S Pasteurjevo pipeto smo prenesli 
suspenzijo skozi najlonsko sito v centrifugirko, ki smo jo imeli v čaši z ledom. K 
preostanku kosti v terilniku smo ponovno dodali mililiter gojišča in postopek trenja 
ponovili še enkrat. 
8. Hrbtenico smo že pri čiščenju razdelili na več manjših koščkov, ki smo jih ločeno 
od kosti prav tako strli v terilniku. Postopek trenja je potekal enako kot pri kosteh, 
le da smo ga ponovili trikrat. 
9. Suspenzijo celic iz kosti nog in hrbtenice smo nato centrifugirali (490 × g, 4 °C) in 
odstranili supernatant. Usedlini smo dodali gojišče so 1 ml in celice resuspendirali. 
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Slika 3: Prikaz nekaterih korakov postopka izolacije celic kostnega mozga: a) odstranjevanje mišic in 
vezivnega tkiva s pomočjo skalpela in b) s pomočjo gaze, c) očiščene kosti v gojišču za izolacijo, d) trenje 
(foto: Jazbec, 2016). 
 
3.1.3 Štetje celic s števcem Vi-CELL XR 
1. Za avtomatizirano štetje celic s števcem Vi-CELL XR podjetja Beckman Coulter 
smo pripravili 20-kratno redčitev celic, ki smo jih izolirali iz kostnega mozga. 
Pripravili smo 500 µl suspenzije v kiveti tako, da smo v 475 µl DPBS odpipetirali 
25 µl celične suspenzije iz našega vzorca. 
2. Kiveto smo namestili v števec in v računalniškem programu Vi-CELL XR 2.04 
vnesli ime vzorca, redčitev in vrsto celic (splenociti), ki jih želimo prešteti. Zapisali 
smo si število vseh preštetih celic, število živih celic in odstotek viabilnosti (slika 
4).  
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Slika 4: a) kivete z 20x-redčitvijo celic, pripravljene za štetje, b) računalniškem programu Vi-CELL XR 2.04 
(foto: Jazbec, 2016). 
 
3.2 GOJENJE 
Mišje mezenhimske stromalne celice smo gojili po načinu, ki ga Miceska (2017) opisuje v 
magistrskem delu »Izolacija, gojenje in karakterizacija mezenhimskih stromalnih celic iz 
mišjega kostnega mozga«. 
 
3.2.1 Material 
 Kit za gojenje in proliferacijo mišjih MSC MesenCult (osnovno gojišče MesenCult 
(400 mL), dodatek Stimulatory suplements (100 mL), dodatek MesenPure (0,5 
mL); StemCell Technologies) 
 PenStrep (Penicilin 10 000 E/ml, Streptomicin 10 000 µg/ml; 1:1; Gibco) 
 DPBS (Gibco) 
 Proteolitični encim tripsin (Gibco) 
 Strgalo (Sarstedt) 
 0,22 µm filter (Millipore) 
 Gojilne posodice T-25 (Sarstedt) 
 Centrifugirke (Sarstedt) 
 Brezprašna komora 
 Centrifuga 
 Inkubator s 5 % O2, 5 % CO2 in 37 °C 
 Pipete z nastavki s filtrom v različnih velikostih, Pasteurjeve pipete, serološke 
pipete 
 Material za avtomatizirano štetje z Vi-CELL XR (opis v poglavju 3.1.3) 
 Invertni mikroskop s faznim kontrastom 
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3.2.2 Nasaditev 
1. Najprej smo pripravili komercialno gojišče MesenCult, kjer smo zmešali 400 mL 
osnovnega gojišča, mu dodali 100 mL dodatka Stimulatory suplements, ki 
pospešuje namnoževanje mišjih MSC in 5 mL mešanice penicilina in streptomicina 
(PenStrep) za preprečevanje morebitne okužbe. Tako pripravljeno gojišče lahko 
uporabljamo 1 mesec, če ga hranimo pri 4 °C.  
2. V gojilne posodice T-25 smo nasadili 50 milijonov sveže izoliranih celic kostnega 
mozga oz. 2 milijona na cm
2
 v 5 mL gojišča. Dodali smo tudi 5 µL dodatka 
MesenPure (v razmerju 1:1000), ki še dodatno obogati rast MSC. Dodatek 
MesenPure je neobstojen, zato ga je potrebno dodati med nasajanjem in ga ne 
moremo imeti zmešanega na zalogi z ostalima dvema komponentama gojišča. 
3. Gojilno posodico smo, preden smo jo postavili v inkubator s 5 % O2, 5 % CO2 in 
37 °C, premikali v obliki znaka neskončnosti (∞), da so se celice enakomerno 
razporedile po celotni površini dna posodice. 
4. Čez 24 ur smo prvič zamenjali gojišče. S tem smo odstranili vse nepritrjene celice. 
Kasneje pa smo menjali medij vsake 3-4 dni.  
 
3.2.3 Presajanje 
1. Celice smo presajali, ko so dosegle 80 % konfluentnost.  
2. Najprej smo odstranili izrabljeno gojišče in celice dvakrat spirali z DPBS, da smo 
odstranili ostanke gojišča - predvsem serum, ki onemogoča delovanje tripsina, 
odmrle celice ter celične ostanke. 
3. Nato smo dodali proteolitični encim tripsin, ki razgrajuje proteine, s katerimi so 
celice pritrjene na dno posodice. Uporabili smo 2 mL 0,05 % tripsina na eno T-25 
gojilno posodico. Sledila je 5 minutna inkubacija v inkubatorju (5 % O2, 5 % CO2, 
37 °C). 
4. Pod mikroskopom smo preverili stopnjo odlepljanja celic s podlage. Ta je bila 
običajno pri presajanju iz pasaže 0 v pasažo 1 zelo nizka, zato smo morali uporabiti 
strgalo (slika 5). Po inkubaciji smo delovanje tripsina prekinili z dodatkom trikratne 
količine hranilnega medija.  
5. Ko smo celice postrgali s podlage, smo jih s pipeto prenesli v 15 mL centrifugirko. 
Sledilo je centrifugiranje (5 min, 490 × g, 22 °C). 
6. Odstranili smo supernatant in usedlini celic dodali hranilno gojišče do 1 mL ter jih 
resuspendirali. 
7. Celice smo nato prešteli s števcem Vi-CELL (glej poglavje 3.1.3), s to razliko, da 
smo med parametri izbrali tip celic MSC. 
8. V naslednjo pasažo smo nato presadili 500 000 MSC v novo posodico T-25. 
24 
Žnidarčič A. Karakterizacija MSC, izoliranih iz KM mladih in starih miši BALB/c. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Biotehnologije, 2018  
 
 
Slika 5: Uporaba strgala med presajanjem celic iz pasaže 0 v pasažo 1 (foto: Jazbec, 2016). 
 
3.3 PRETOČNA CITOMETRIJA 
Pretočna citometrija je nadgradnja metode statične fluorescenčne mikroskopije, saj je bolj 
objektivna in hitrejša. S pretočno citometrijo lahko analiziramo lastnosti velikega števila 
posameznih celic (ali drugih delcev), ki s hitrostjo nekaj sto celic na sekundo druga za 
drugo potujejo skozi ozek snop laserske svetlobe. Na celice so vezana s fluorescenčnim 
barvilom označena monoklonska protitelesa. Pretočni citometer pa zaznava in poveže 
signale, ki nastanejo pri osvetlitvi. Celico lahko hkrati obarvamo z različnimi fluorokromi, 
vendar morajo le ti oddajati svetlobo različnih valovnih dolžin, da jih med seboj lahko 
ločimo (Maličev in Jež, 2014). Pri naši analizi smo določali populacijo celic, ki je izražala 
pozitivne celične označevalce CD29, CD44, CD73, CD105 in negativnega CD45. 
 
3.3.1 Material 
 5 mL epruvetke  
 DPBS (Gibco) 
 Protitelo CD29 (APC-Vio770, Miltenyi Biotec)  
  Protitelo CD44 (PE, Miltenyi Biotec) 
 Protitelo CD45 (PerCP-Vio700, Miltenyi Biotec) 
 Protitelo CD73 (APC, Miltenyi Biotec) 
 Protitelo CD105 (FITC, Miltenyi Biotec) 
 Pipete z nastavki s filtrom v različnih velikostih 
 Centrifuga s hlajenjem 
 Vibracijsko mešalo 
 Pretočni citometer FACSAria I in računalniški program FlowJo 
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3.3.2 Priprava celic za analizo s pretočno citometrijo 
1. V epruvetko smo odpipetirali milijon celic in jim dodali 2 mL pufra. Celice smo 
centrifugirali 5 minut na 400 ×g in pri 4 °C.  
2. Po končanem cetrifugiranju smo odlili supernatant in celice v usedlini 
resuspendirali v pufru, tako da je bil končni volumen skupaj z dodanimi protitelesi 
50 µL. Celicam smo dodali po 5µL vsakega izmed protiteles (CD29, CD44, CD45, 
CD73, CD105).  
3. Mešanico celic in protiteles smo za 3 sekunde postavili na vibracijsko mešalo, nato 
pa smo jih inkubirali 15 minut v hladilniku (tema, 4 °C). 
4. Po inkubaciji smo dodali 2 mL DPBS in zopet centrifugirali (5 min, 400 ×g, 4 °C). 
Spet smo odlili supernatant in celicam v sedimentu dodali 200 µL DPBS ter 
premešali na vibracijskem mešalu (3 sekunde). 
5. Vzorec je bil tako pripravljen za analizo na pretočnem citometru FACSAria I.  
6. Poleg vzorca pa smo iztočasno pripravili tudi 3 vrste kontrol (negativno, 
kompenzacijsko, FMO), ki so imele v osnovi enak postopek priprave celic kot pri 
zgoraj opisanem postopku.  
7. Pri negativni kontroli celic nismo označili s fluorokromi, ki so vezani na sicer 
uporabljena protitelesa. S tem smo določali avtofluorescenco MSC. 
8. Pri kompenzacijski kontroli smo pripravili 5 vzorcev celic in vsakemu dodali po 
eno protitelo oz. nanj vezani fluorokrom. S tem smo pri analizi naredili korekcijo 
pri prekrivanju spektrov fluorescence, ki jo oddajajo posamezni fluorokromi. 
9. S kontrolo FMO (ang. fluorescence minus one control) smo določili jasno 
razmejitev med negativno in pozitivno populacijo. Celicam smo dodali vsa 
protitelesa, razen enega. Zopet smo naredili 5 kontrol, za vsak fluorokrom posebej.  
 
3.3.3 Analiza 
1. S pretočno citometrijo smo analizirali mišje MSC od pasaže 0 do pasaže 3. Pri tem 
smo uporabili pretočni citometer FACSAria I in računalniški program za analizo 
FlowJo.  
2. Na točkovnem diagramu FSC/SSC smo najprej zamejili populacijo celic, ki glede 
na velikost in granulacijo, vsebuje populacijo mišjih MSC. 
3. Nato smo iz zamejene populacije izločili vse celice v skupkih, čemur je sledila 
negativna selekcija na podlagi antigena CD45. Iz populacije, ki ne vsebuje CD45, 
smo nato izbrali populacijo celic, ki je pozitivna za CD44.  
4. Tako izbrani populaciji celic smo potem določali delež CD73, CD105 in CD29.  
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3.4 TEST ZA DOLOČANJE DELEŽA SENESCENTNIH CELIC 
Senescentne celice po izgubi sposobnosti deljenja spremenijo morfologijo in vzorec 
izražanja genov. β–galaktozidaza je encim, ki je prisoten samo v senescentnih celicah. Pri 
testu senescence se tako meri aktivnost β–galaktozidaze pri pH 6. β–galaktozidaza 
katalizira hidrolizo X-gal, pri čemer se pri senescentnih celicah kopiči izrazita modra 
barva, ki je posledica cepitve kromogenega substrata X-gal (Senescence …, 2017). 
 
3.3.1 Material 
 Za barvanje celic smo uporabili komercialni kit Senescence Cells Histochemical 
Staining Kit, kat. št. CS0030 (Sigma), ki vsebuje raztopino X-gal, reagent B, 
reagent C, 10-kratni fiksacijski pufer, raztopino za barvanje, 10-kratni fosfatni 
pufer z NaCl (PBS) 
 Termoblok za gretje 
 Ultra čista voda 
 0,22 µm filter (Millipore) 
 5 mL brizga (BD) 
 50 mL centrifugirke (Sarstedt) 
 Pipete z nastavki s filtrom v različnih velikostih, Pasteurjeve pipete 
 Plošče s 6-imi luknjicami (ThermoScientific) 
 Parafilm 
 Brezprašna komora 
 Inkubator s 5 % O2, 5 % CO2 in 37 °C 
 Inkubator brez CO2 in 37 °C 
 Fazno-kontrastni mikroskop 
 
3.4.2 Izvedba testa za določanje deleža senescentnih celic 
1. Nasadili smo 100 000 celic p2 na luknjo gojitvene plošče s šestimi luknjami 
(10 000 celic na cm
2). Pri vsakem vzorcu smo naredili dve tehnični ponovitvi testa. 
2. Počakali smo, da so celice dosegle 60 % konfluentnost, kar je v povprečju trajalo 4 
dni. 
3. Na dan barvanja celic, je bilo potrebno vsaj dve uri prej odtajati vse zamrznjene 
komponente kita in jih dobro premešati.  
4. X-gal smo segrevali eno uro na 37 °C pred pričetkom barvanja, da smo preprečili 
nastanek agregatov. 
5. Pred pričetkom smo si pripravili tudi 1-kratni PBS ter 1-kratni fiksacijski pufer, 
tako da smo obe 10-kratni raztopini redčili z ultra čisto vodo. 
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6. Nato smo vzeli 60 % konfluentne plošče s šestimi luknjami iz inkubatorja (5 % O2, 
5 % CO2, 37 °C) in iz luknjic odstranili medij. 
7. Sledilo je dvakratno spiranje Z 1 mL PBS na vsako luknjo. 
8. Po spiranju smo na vsako luknjo dodali 1,5 mL fiksacijskega pufra in inkubirali 6-7 
min pri sobni temperaturi. 
9. Med inkubacijo smo pripravili mešanico za barvanje celic, ki je vsebovala 160 µL 
raztopine za barvanje, 20 µL reagenta B, 20 µL reagenta C, 40 µL raztopine X-gal 
in 1,42 mL ultra čiste vode. Ko smo vse komponente zmešali, smo mešanico še 
filtrirali skozi 0,22 µm filter, s čimer smo odstranili kristale. 
10. Po končani inkubaciji s fiksacijskim pufrom smo celice zopet spirali s PBS, in sicer 
s trikrat po 1 mL na luknjico. 
11. Nato smo dodali mešanico za barvanje (1,67 mL/luknjo), ploščo pokrili in jo dobro 
zatesnili s parafilmom.  
12. Pobarvane celice smo inkubirali 24 ur pri 37 °C v inkubatorju brez CO2. 
13. Po 24 urah smo celice slikali s fazno-kontrastnim mikroskopom. Naredili smo po 
10 slik na luknjo, kar pomeni 20 slik na vzorec, saj smo delali po dve tehnični 
ponovitvi testa. 
 
3.4.3 Analiza testa 
Slike, ki smo jih zajeli po 24 urni inkubaciji s fazno-kontrastnim mikroskopom Nikon in 
programom NIS-Elements, smo kasneje analizirali s pomočjo odprtokodnega programa za 
znanstveno analizo slik Image J, komplet Fiji, s katerim smo prešteli število vseh celic in 
število senescentnih celic na sliki (kot je prikazano na sliki 6) po naslednjem postopku: 
1. Odprli smo želeno sliko v programu Fiji. 
2. Nato smo v orodni vrstici programa izbrali PluginsAnalyzeCell counterCell 
counter. 
3. Odprlo se je novo okno, kjer smo desno kliknili možnost Keep original, ki 
omogoča shranjevanje originalne slike, nato pa smo izbrali še Initialize, ki nam je 
odprl novo »delovno« sliko.  
4. Spet desno smo nato izbrali Type 1 in s klikanjem označili vse celice, za katere smo 
ocenili, da niso senescentne. Program je medtem avtomatsko sešteval naše klike. 
5. Potem smo prešteli še vse preostale celice, ki smo jih ocenili, da so senescentne in 
jih označili kot Type 2. 
6. Po končanem štetju smo kliknili na gumb Save markers in sliko shranili z istim 
imenom, kot ga ima originalna slika in prav tako v isto mapo. Tak način omogoča, 
da lahko kasneje za nazaj preverimo naše štetje in ponovno odpremo »delovno 
sliko«. 
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Slika 6: Štetje deleža senescentnih celic v programu Image J, komplet Fiji.  
 
3.5 MTT 
MTT je preprosto, natančno in ponovljivo sredstvo za merjenje aktivnosti živih celic preko 
aktivnosti mitohondrijske dehidrogenaze. Ključna sestavina je 1-(4-5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 
difenil tetrazolijev bromid oz. tetrazolijeva sol MTT. Mitohondrijske dehidrogenaze 
vitalnih celic cepijo tetrazolijeve obroče, pri čemer nastanejo vijolični kristali MTT 
formazana, ki so netopni v vodnih raztopinah. Topimo jih lahko v organskih topilih npr. v 
kislem izopropanolu. Nastala vijolična raztopina se lahko spektrofotomotrično izmeri. 
Povečanje števila celic povzroči večji nastanek MTT formazana, močnejša je vijolična 
barva in posledično je višja tudi absorbanca (Cell …, 2017). 
 
3.5.1 Material 
 Komercialni kit Cell growth determination kit MTT based (Sigma), ki vsebuje 
raztopino MTT in topilo za kristale formazana (izopropanol)  
 Mikrotiterske plošče s 96-imi luknjicami (ThermoScientific) 
 Hranilno gojišče za gojenje celic MesenCult (STEMCELL Technologies) 
 Pipete z nastavki s filtrom v različnih velikostih 
 Brezprašna komora 
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 Inkubator s 5 % O2, 5 % CO2 in 37 °C 
 Spektrofotometer SUNRISE Technologies (Microsoft Dynamics AX) 
 
3.5.2 Metoda 
1. Najprej smo v mikrotitrsko ploščo z 96-imi luknjicami nasadili 25 000 celic p2 na 
luknjico s po 150 µL gojišča. Naredili smo 10 tehničnih ponovitev za posamezni 
vzorec. 
2. Po nasaditvi je bilo potrebno celice gojiti 24 ur (5 % O2, 5 % CO2 in 37 °C), da so 
se pritrdile na podlago. 
3. Naslednji dan smo lahko pričeli s postopkom barvanja, pred tem pa je bilo potrebno 
odtaliti kit za izvedbo testa MTT. 
4. Iz inkubatorja smo v brezprašno komoro prenesli ploščo z nasajenimi celicami, kjer 
smo najprej odstranili star medij in dodali po 100 µL svežega gojišča v vsako 
luknjico.  
5. Nato smo v vsako luknjico dodali še 10 µL raztopine MTT. 
6. Sledila je 4-urna inkubacija v inkubatorju (5 % O2, 5 % CO2 in 37 °C), po kateri 
smo odstranili medij in dodali 100 µL MTT topila.  
7. Da so se kristali formazana res dobro raztopili, smo ploščo vorteksirali.  
8. Absorbanco smo nato v roku 5 minut pomerili s sprektrofotometrom SUNRISE 
Technologies in računalniškim programom Magellan5. Absorbanco za kristale 
formazana smo merili pri 570 nm, absorbanco ozadja oziroma negativne kontrole, 
za katero smo izbrali izopropanol, pa smo merili pri 620 nm.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 7: Izgled raztopljenih kristalov formazana pri različni koncentraciji celic. Od najnižje koncentracije 
(levo) do najvišje (desno) (vir: wikipedia). 
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3.5.3 Analiza 
Za vsak vzorec, ki je zajemal 10 tehničnih ponovitev, smo izračunali povprečno vrednost 
in standardni odklon za spektrofotometrično izmerjeno absorbanco A570-620. Od vrednosti, 
ki smo jo dobili pri merjenju aktivnosti MSC, smo odšteli povprečno vrednost izmerjene 
absorbance ozadja (izopropanola). Izračune smo opravili v programu Microsoft Excel. 
 
3.6 TEST CELJENJA RAN 
Test celjenja ran je preprosta in poceni metoda, ki je hkrati ena od prvih razvitih metod za 
preučevanje smerne migracije celic ter njihovih interakcij in vitro. Ta metoda posnema 
migracijo med celjenjem ran in vivo. Osnovni koraki vključujejo ustvarjanje rane v plasti 
celic, zajemanje slike v rednih časovnih presledkih in primerjavo slik za kvantifikacijo 
stopnje migracije celic (Rodriguez in sod., 2005). 
 
3.6.1 Material 
 Hranilno gojišče za gojenje celic MesenCult (STEMCELL Technologies) 
 DPBS (Gibco) 
 Plošče z 12 luknjami (ThermoScientific) 
 Pipete z nastavki s filtrom v velikosti 100 µL 
 Brezprašna komora 
 Inkubator s 5 % O2, 5 % CO2 in 37 °C 
 Invertni mikroskop s faznim kontrastom 
 
3.6.2 Metoda 
1. Na ploščo z dvanajstimi luknjicami smo najprej nasadili 10 000 celic p2 na cm2, po 
dve tehnični ponovitvi za vsak vzorec. 
2. Celice smo potem gojili v inkubatorju s 5 % O2, 5 % CO2 in 37 °C, dokler niso 
dosegle 80 % konfluentnosti.  
3. Ko so bile luknjice v zadostni meri preraščene smo začeli z izvedbo testa celjenja 
ran. Najprej smo zamenjali medij in s tem odstranili mrtve in plavajoče celice. 
4. Nato smo s 100 µL velikim nastavkom za pipeto naredili križ oziroma rano čez 
površino luknjice. Z nastavkom smo pod pravim kotom in zelo počasi povlekli 
navpično in nato še vodoravno črto po sredini luknjice (slika 8).  
5. Sledila je ponovna menjava gojišča, da smo odstranili pravkar postrgane celice, ki 
bi se v nasprotnem primeru lahko zopet pritrdile na območje začrtane rane. 
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6. Z invertnim mikroskopom s faznim kontrastom Nikon in s pomočjo računalniškega 
programa za zajem slik Nis-Elements smo slikali območje narejenega križa takoj po 
izvedenem testu ter v razmaku 24 ur tudi nadaljnjih pet dni. 
 
 
Slika 8: Simulacija rane v plast mezenhimskih stromalnih celic. 
 
3.6.3 Analiza 
Naš cilj je bil izmeriti površino simulirane rane v zaporednih petih dneh. Za analizo slik pri 
testu celjenje ran oziroma za določitev površine smo uporabili program Image J, komplet 
Fiji po naslednjem postopku: 
1. Odprli smo želeno sliko v kompletu Fiji, kjer je bilo najprej potrebno umeriti sliko, 
saj smo želeli površino izmeriti v mikrometrih in ne v pikslih. To smo storili tako, 
da smo v orodni vrstici izbrali orodje Straight line in z njim izmerili 100 µm merilo 
v spodnjem desnem kotu slike. Ob tem se je v spodnjem besedilnem polju izpisala 
vrednost v pikslih. Obe vrednosti smo vnesli v nastavitev Set scale, ki smo jo 
izbrali v meniju Analyze. Zraven smo obkljukali tudi možnost Global, s čimer smo 
nastavili, da program samodejno pretvarja izmerjene piksle v mikrometre za vse 
nadaljnje slike. 
2. Nato smo izbrali orodje Freehand Selection in prostoročno vlekli črto okoli rane, 
kjer ni bilo celic. Ko smo črto sklenili, smo z ukazom Ctrl + M dobili vrednost 
površine v µm (slika 9). 
3. Dobljene vrednosti površine smo nato pretvorili v odstotke v programu Excel, s tem 
da je bila površina rane na dan 0 enaka 100 %. Izračunali smo tudi povprečno 
vrednost in standardni odklon ter grafično predstavili rezultate. 
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Slika 9: Prikaz analize testa celjenja ran. 
 
3.7 STATISTIČNA ANALIZA 
Pri statistični analizi rezultatov smo uporabili program Microsoft Excel. Rezultate med 
mlado in staro skupino miši smo med seboj primerjali s Studentovim t-testom. Statistično 
značilni rezultati so imeli p-vrednost manjšo od 0,05. Na koncu smo rezultate grafično 
predstavili s programom GraphPad Prism7. 
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4 REZULTATI 
4.1 IZOLACIJA 
Za izolacijo kostnega mozga smo žrtvovali 25 mladih in 25 starih miši BALB/c. Celice 
kostnega mozga smo pri vsaki miši uspešno izolirali iz dveh golenic, ene stegnenice, ene 
nadlahtnice, dveh medeničnih kosti ter iz križnega in vratnega dela hrbtenice. Za potrebe 
nadaljnjih testov karakterizacije celic smo tako pridobili dovolj celic, zato smo preostali 
del hrbtenice ter eno stegnenico in nadlahtnico namenili za drugo raziskovalno delo, ki je 
potekalo na Zavodu RS za transfuzijsko medicino. Podatki o številu izoliranih celic so 
navedeni v preglednici 2 spodaj. Razlika v številu izoliranih celic med starimi in mladimi 
mišmi je statistično značilna (p = 0,0001). Ker za izolacijo nismo uporabili vseh kosti in 
celotne hrbtenice pri vsaki živali, je naš namen tukaj samo predstaviti podatke o številu 
celic, s katerim smo razpolagali v naprej in ne primerjava med skupinama miši.  
 
Preglednica 2: Podatki o številu celic izoliranih iz kostnega mozga pri mladih in starih miših BALB/c. 
 Kostni mozeg (KM) 
Število vseh celic  
± SD [× 106] 
Število viabilnih celic 
± SD [× 10
6
] 
Viabilnost ± SD [%] 
KM iz mladih miši (n = 25) 190,7 ± 50,7 166,2 ± 47,3 87,0 ± 7,2 
KM iz starih miši (n = 25) 265,74 ± 72,2 241,8 ± 69,9 90,6 ± 2,8 
 
4.2 GOJENJE 
Na dan izolacije celic iz kostnega mozga smo v gojilne posodice T-25 nasadili 50 
milijonov celic kostnega mozga oz. 2 milijona na cm
2
. Ob nasaditvi so poleg 
mezenhimskih stromalnih celic prisotne tudi vse ostale celice kostnega mozga. Tiste celice, 
ki se niso pritrdile na podlago, smo naslednji dan učinkovito odstranili z menjavo gojišča 
(kot je prikazano na sliki 10). Poleg podolgovatih, vretenastih MSC, v pasaži 0 ostane 
prisotnih še nekaj preostalih celic kostnega mozga, ki se lahko prav tako pritrdijo na 
podlago in imajo okroglo obliko. Z višanjem pasaž postanejo tudi MSC bolj homogene. 
Celice postanejo večje, niso več tako podolgovate, bolj so vidna jedra (prikaz na sliki 11). 
K večji homogenosti MSC pripomore sestava popolnega gojišča MesenCult in dodatek 
MesenPure, ki spodbudi rast MSC in hkrati zavira rast ostalih celic, predvsem krvnih. 
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Slika 10: a) izgled celic na dan nasaditve, b) celice 24 ur po nasaditvi in po prvi menjavi medija (fazni 
kontrast, 100× povečava, foto: Miceska, 2016). 
 
 
Slika 11: Prikaz celic a) 4 dni po nasaditvi, b) ob koncu pasaže 0 in pred presaditvijo v pasažo 1, c) v pasaži 
1 in d) v pasaži 2 (fazni kontrast, 100× povečava pri a, b, c; 200× povečava pri d, foto: Miceska, 2016). 
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Celice smo gojili do 80 % konfluentnosti, kar je za MSC iz mladih miši v povprečju 
pomenilo 13,2 ± 2,8 dni do prve presaditve in 7,2 ± 0,8 dni do druge presaditve. Pri MSC 
iz starih miši pa 10 ± 2,6 dni do prve presaditve in 8,3 ± 2,5 dni do druge presaditve. Pri 
primerjavi povprečnega časa gojenja do prve presaditve je med mladimi in starimi celicami 
statistično značilna razlika (p = 0,005). Pri povprečnem času gojenja do druge presaditve 
med skupinama celic ni več statistično značilne razlike (p = 0,214). Podatki o času gojitve 
med presajanji so predstavljeni v preglednici 3. Pri presaditvah smo v novo gojilno posodo 
T-25 presadili 500 000 celic oz. 20 000 na cm
2. Zaradi težav z gojenjem mišjih MSC smo 
pri nekaterih vzorcih zaznali zelo nizko število celic, ki se kljub dolgotrajnemu gojenju ni 
spremenilo. V nekaterih primerih se je to zgodilo že v pasaži 0, še pogosteje pa v pasaži 1. 
Takšnih celic potem nismo presajali in uporabili za teste. 
 
Preglednica 3: Povprečen čas gojenja ± SD, ki je bil potreben pri presaditvi v pasažo 1 in pri presaditvi v 
pasažo 2 ter p-vrednost. 
 
 
 
 
4.3 PRETOČNA CITOMETRIJA 
S pretočno citometrijo smo analizirali MSC iz mladih in starih miši med gojenjem od 
pasaže 0 do pasaže 3. Določali smo deleže celičnih označevalcev CD29, CD44, CD45, 
CD73 in CD105. Pri označevalcu CD45 smo določali odsotnost izražanja, saj je ta 
označevalec prisoten na krvnih celicah, ki jih v našem primeru nočemo. Pri vseh ostalih 
označevalcih smo določali pozitivno izražanje, saj so le ti značilni za populacijo MSC. 
Rezultati so prikazani v preglednicah 4 in 5 ter na sliki 12. Iz njih je razvidno, da mlade in 
stare celice izražajo posamezne celične označevalce v enaki meri, saj med njimi ni 
statistično značilnih razlik. Vidimo tudi, da delež CD45 negativnih celic preseže 95 % šele 
v drugi pasaži, zaradi česar smo se odločili za izvedbo funkcionalnih testov v pasaži 2 in 
ne v pasaži 1, kjer kultura MSC še ni bila dovolj homogena. Izražanje CD44 je skozi 
pasaže konstantno in zelo visoko, prav tako je konstantno izražanje CD73, le da so odstotki 
nižji. CD105 skozi pasaže upada. Odstotek CD29 pa je spremenljiv.  
 
 
 
Mezenhimske stromalne celice (MSC) p0-p1 p1-p2 
MSC iz mladih miši (n = 15) 13,2 ± 2,8 dni 7,2 ± 0,8 dni 
MSC iz starih miši (n = 15) 10 ± 2,6 dni 8,3 ± 2,5 dni 
p- vrednost 0,005 0,214 
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Preglednica 4: Povprečne vrednosti deležev celičnih označevalcev ± SD pri MSC iz mladih miši od p0 do p3. 
Celični označevalec p0 (n = 25) p1 (n = 13) p2 (n = 16) p3 (n = 13) 
CD45 (-) 56,62% ± 0,16 83,86 % ± 0,21 96,13 % ± 0,04 97,63 % ± 0,02 
CD44 (+) 94,05 % ± 0,15 98,58 % ± 0,01 96,43 % ± 0,06 95,05 % ± 0,13 
CD73 (+) 54,26 % ± 0,21 19,62 % ± 0,15 28,59 % ± 0,25 25,99 % ± 0,29 
CD105 (+) 92,71 % ± 0,07 87,88 % ± 0,10 27,2 % ± 0,29 16,96 % ± 0,22 
CD29 (+) 96,60 % ± 0,04 65,92 % ± 0,30 97,72 % ± 0,03 96,76 % ± 0,07 
 
 
Preglednica 5: Povprečne vrednosti deležev celičnih označevalcev ± SD pri MSC iz starih miši od p0 do p3. 
Celični označevalec p0 (n = 22) p1 (n = 19) p2 (n = 16) p3 (n = 12) 
CD45 (-) 48,16% ± 0,24 84,38 % ± 0,10 95,80 % ± 0,03 97,83 % ± 0,03 
CD44 (+) 97,62% ± 0,03 99,34% ± 0,01 98,08 % ± 0,03 99,41 % ± 0,01 
CD73 (+) 25,87% ± 0,15 21,86 % ± 0,15 31,82 % ± 0,19 23,82 % ± 0,27 
CD105 (+) 83,92% ± 0,23 76,29 % ± 0,25 51,77 % ± 0,33 11,17 % ± 0,14 
CD29 (+) 90,97% ± 0,14 84,50 % ± 0,24 96,78 % ± 0,04 65,80 % ± 0,49 
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Slika 12: Grafični prikaz rezultatov pretočne citometrije. Primerjava povprečnih vrednosti izražanja celičnih 
označevalcev med mladimi in starimi celicami za vsak posamezni antigen. Kjer je prišlo do statističnih razlik 
je označeno z zvezdicami (*, p ≤ 0,05; **, p ≤ 0,01; ***, p ≤ 0,001) 
 
4.4 TEST ZA DOLOČANJE DELEŽA SENESCENTNIH CELIC  
Določitev deleža senescentnih celic smo izvedli na MSC, ki smo jih izolirali iz kostnega 
mozga 17 mladih in 22 starih miši BALB/c. Celice iz mlade in stare miši so vidne na sliki 
13. Pri vsaki miši smo naredili dve tehnični ponovitvi testa na celicah v pasaži 2. V 
povprečju je bila stopnja sesencence pri mladih MSC 51,05 ± 5,24 %, pri starih pa 63,51 ± 
2,73 % (glej sliko 14). Rezultat je posledica kvantifikacije desetih naključno izbranih slik 
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za posamezni vzorec. Razlika v stopnji senescence med mladimi in starimi celicami je 
statistično značilna (p = 0,0454). 
 
Slika 13: Prikaz MSC iz mladih miši (a) in MSC iz starih miši (b) pri testu za določanje deleža senescentnih 
celic (fazni kontrast, 100 × povečava). 
 
Slika 14: Primerjava stopnje senescence, izražena v % ± SD, med MSC iz mladih in starih miši. Med 
skupinama je statistična razlika (*, p ≤ 0,05) 
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4.5 MTT 
S testom MTT smo merili proliferacijo in metabolno aktivnost MSC. Celicam smo dodali 
tetrazolijevo sol MTT, ki jo cepijo mitohondrijske dehidrogenaze aktivnih celic. Nastanejo 
vijolični kristali, ki jim lahko izmerimo absorbanco A570-620. Več kot je aktivnih celic, več 
je vijoličnih kristalov in višja je tudi absorbanca A570-620. Test MTT smo izvedli na celicah 
16 mladih in 18 starih miši BALB/c. Za vsak biološki vzorec smo naredili po 10 tehničnih 
ponovitev. Povprečje izmerjene absorbanceA570-620 pri MSC iz mladih miši je bilo 0,071 ± 
0,005 nm, povprečje pri MSC iz starih miši pa 0,058 ± 0,004 nm. Rezultat je grafično 
prikazan na sliki 15. Razlika med skupinama celic ni statistično značilna (p = 0,0712), 
kljub temu pa je razvidno, da se mlade MSC hitreje delijo. 
 
Slika 15: Primerjava povprečne vrednosti absorbance A570-620 med MSC iz mladih miši in MSC iz starih miši. 
 
4.6 TEST CELJENJA RAN 
S testom celjenja ran smo primerjali smerno migracijo celic, kar je razvidno iz slike 16 in 
slike 17. Test smo naredili s celicami iz 16 mladih miši in iz 20 starih miši, pri čemer smo 
za vsak biološki vzorec naredili dve tehnični ponovitvi. Na dan 0 smo simulirali rano v 
obliki križa, nato pa smo naslednjih pet dni spremljali njeno zaraščanje. Rezultati so 
predstavljeni v preglednici 6 in na sliki 18 spodaj. Razlika med mladimi in starimi celicami 
ni statistično značilna. Rezultati vseeno nakazujejo trend, da imajo MSC iz starih miši 
nekoliko boljšo sposobnost migracije. 
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Slika 16: Zajete slike (0 -5 dni) pri spremljanju celjenja rane pri MSC iz mlade miši (fazni kontrast, 100 × 
povečava). 
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Slika 17: Zajete slike (0 -5 dni) pri spremljanju celjenja rane pri MSC iz stare miši (fazni kontrast, 100 × 
povečava). 
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Preglednica 6: Rezultati testa celjenja ran. Površina ± SD še ne zaceljene rane pri MSC iz mladih in starih 
miši v času 0 - 5 dni in p-vrednost. 
 
 
 
 
Slika 18: Prikaz celjenja rane pri MSC iz mladih in starih miši v času 0 - 5 dni. 
 
 
 
 
 Mezenhimske 
stromalne 
celice (MSC) 
 
dan 0 dan 1 dan 2 dan 3 dan 4 dan 5 
 
MSC iz 
mladih miši  
(n = 16) 
 
100 ± 0 % 74 ± 0,13 % 46 ± 0,26 % 32 ± 0,24 % 24 ± 0,22 % 18 ± 0,20 % 
MSC iz starih 
miši  
(n = 20) 
 
100 ± 0 % 70 ± 0,17 % 40 ± 0,24 % 24 ± 0,22 % 15 ± 0,16 % 9 ± 0,11 % 
p-vrednost 
 
0,35 0,48 0,32 0,17 0,13 
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5 RAZPRAVA 
Namen magistrske naloge je bil ugotoviti, kako starost miši vpliva na lastnosti 
mezenhimskih stromalnih celic izoliranih iz njihovega kostnega mozga. Na Zavodu RS za 
transfuzijsko medicino smo izolirali mezenhimske stromalne celice iz mladih (do 12 
tednov) in starih (21 mesecev) miši BALB/c in jih okarakterizirali. Izolacija je potekala po 
metodi trenja kosti, ki je najbolj učinkovita, saj se na ta način pridobi največ celic – tudi do 
400 milijonov iz posamezne miši (Jazbec, 2014). Izolirane celice smo nato gojili pri 
razmerah: 5 % O2, 5 % CO2 in 37 °C. Od pasaže 0 do pasaže 3 smo s pretočno citometrijo 
analizirali izražanje celičnih označevalcev CD29, CD44, CD45, CD73 in CD105, s čimer 
smo spremljali delež MSC v kulturi. Spremljali smo proliferacijo celic s testom MTT, ki je 
enostaven test za merjenje aktivnosti živih celic preko aktivnosti mitohondrijske 
dehidrogenaze. S testom celjenja ran smo spremljali sposobnost migracije celic ter njihovih 
interakcij in vitro. Ta metoda posnema migracijo med celjenjem ran in vivo. Osnovni 
koraki vključujejo ustvarjanje rane v plasti celic, zajemanje slike v rednih časovnih 
presledkih in primerjavo slik za kvantifikacijo stopnje migracije celic (Rodriguez in sod., 
2005). Določali smo tudi delež senescentnih celic v kulturi, in sicer na osnovi encima β–
galaktozidaze, ki je prisoten samo v senescentnih celicah. Z opisanimi testi smo ugotovili, 
kako se lastnosti mezenhimskih stromalnih celic razlikujejo med mladimi in starimi mišmi 
BALB/c. 
Gojenje humanih MSC se rutinsko uporablja pri pripravi presadkov namenjenih 
zdravljenju, kjer je potrebno tudi zadostno število celic. Izolacija in namnoževanje 
humanih MSC v laboratoriju je dokaj enostavno, zato so nas toliko bolj presenetile težave 
pri gojenju mišjih MSC. Na primer, pri adherentnih kulturah, pridobljenih iz kostnega 
mozga miši stalno nastajajo granulociti in limfociti B, če v gojilni medij ne dodamo 
citokinov, ki zavirajo njihovo nastajanje. Poleg tega so se krvne celice sposobne vezati na 
plast stromalnih celic in vitro, zato jih je težko odstraniti iz kulture tudi po številnih 
pasažah (Phinney in sod., 1999). Mišje MSC so zelo občutljive na izpostavljenost 
atmosferskemu kisiku, saj vzpodbudi nastajanje reaktivnih kisikovih spojin v mitohondrijih 
in stabilizira p53, ki je zaviralec celičnega cikla. To zmanjša preživetje celic in njihovo 
množenje. V primerjavi s humanimi MSC, so mišje MSC pri atmosferskem deležu kisika 
veliko bolj nagnjene k nastanku raka oz. imortalizaciji in vitro. Ponavadi pride do mutacije 
v genu za p53. Njegova funkcija je zmanjšana ali odsotna, zato so te celice odporne na 
inhibicijo rasti s kisikom (Boregowda in sod., 2012). V zadnjih letih zato celice gojimo pri 
zmanjšanem parcialnem tlaku kisika (5 %), z namenom, da se čim bolj približamo 
pogojem in vivo (1-8 % O2) (Jež in sod., 2015). Gojenje pri nizkem odstotku kisika zavira 
tudi rast krvnih celic, ki sicer kontaminirajo primarne kulture mišjih MSC (Boregowda in 
sod., 2012). S kombinacijo gojitvenih pogojev (5 % O2, 5 % CO2, 37 °C) in kompletnega 
gojišča MesenCult (Miceska, 2017), ki je prilagojeno za mišje MSC, smo celice relativno 
uspešno gojili in namnoževali. Pri delu smo se tudi mi soočali s težavami, saj gojenje ni 
bilo uspešno pri celicah iz vseh 25 mladih in 25 starih miši. V nekaterih kulturah smo 
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opazili zelo nizko število MSC, ki se kljub dolgotrajnemu gojenju niso delile. V naši 
raziskavi smo celice gojili do 80 % konfluentnosti in do druge pasaže, nato pa smo izvedli 
tri funkcionalne teste. Zaradi premajhnega števila celic vseh testov pri vseh 25 mladih in 
25 starih miši nismo mogli izvesti. Pri nekaterih vzorcih se celice niso delile že v pasaži 0, 
pri nekaterih v pasaži 1, v preostalih primerih pa je prišlo do težav v pasaži 2, ko smo 
celice presadili na plošče, kjer smo izvajali teste. Lahko bi sicer združili celice večih 
bioloških vzorcev, kot to pogosto počnejo pri mnogih objavljenih študijah, vendar smo v 
naši raziskavi želeli izvajati teste na celicah izoliranih le iz ene miši. Teste smo zato izvedli 
pri celicah iz tistih mladih in starih miši, pri katerih smo jih uspeli namnožiti do zadostnega 
števila. V povprečju smo do druge pasaže neuspešno nagojili celice iz 9 mladih in 5 starih 
miši od skupno 25 mladih in 25 starih miši. 
Naš prvoten cilj je bil, da bi teste izvedli že v prvi pasaži, saj smo želeli, da so celice čim 
boljši približek stanja in vivo. Kmalu smo uvideli, da kultura v prvi pasaži še ni dovolj 
homogena ter da vsebuje še preveč drugih vrst celic. V pasaži 2 pa je bil odstotek MSC že 
višji od 95 %, zato smo te kulture uporabili za funkcionalne teste. Pri MSC iz mladih miši 
je gojenje v povprečju trajalo 13,2 ± 2,8 dni do prve presaditve in 7,2 ± 0,8 dni do druge 
presaditve. Pri MSC iz starih miši pa 10 ± 2,6 dni do prve presaditve in 8,3 ± 2,5 dni do 
druge presaditve. Pri mladih celicah se je čas gojenja med pasažama skrajšal v povprečju 
za 6 dni, pri starih celicah pa za 1,7 dneva. Zakaj so stare celice na začetku rastle hitreje ne 
vemo. Razlogi so morda lahko tehnične narave, saj smo celice iz skupine mladih miši 
izolirali in gojili najprej, nato so sledile celice iz skupine starih miši, pri katerih smo bili 
zagotovo že bolj zverzirani in je bil čas med izolacijo in nasaditvijo krajši. Poleg tega smo 
zaradi časovne omejitve vedno izolirali, nasajali in presajali celice iz dveh ali treh miši 
hkrati, zaradi česar bi lahko med delom prišlo do predolge izpostavljenosti celic 
atmosferskemu kisiku. Imeli smo tudi samo en inkubator z ustreznimi razmerami gojenja 
(5 % O2, 5 % CO2, 37°C), ki je bil med poskusom zelo poln in se je veliko odpiral. Če bi 
študijo ponavljali bi bili zagotovo bolj pozorni na te stvari, vendar v resnici ne poznamo 
pravih razlogov za slabo rast predvsem mladih celic. 
Med gojenjem smo s pretočno citometrijo določali delež celičnih označevalcev, ki so 
značilni za MSC in sicer CD29, CD44, CD73 in CD105 ter za krvne celice značilni CD45. 
S tem smo se želeli prepričati, da imamo pred izvajanjem funkcionalnih testov dovolj 
homogeno kulturo, kjer prevladujejo MSC. Na podlagi znanja o velikosti in zrnatosti MSC 
smo najprej v programu FlowJo zamejili območje, ki je vsebovalo MSC. Nato smo izločili 
celice, ki so na svoji površini izražale CD45. Iz CD45 negativnih celic smo izbrali CD44 
pozitivne celice, potem pa smo na takšni populaciji celic določili še odstotek preostalih 
pozitivnih celičnih označevalcev CD73, CD105 in CD29. Odstotek CD45 je skozi pasaže 
upadal. Pri pasaži 0 je bila v kulturi približno polovica celic, s tem celičnim označevalcem. 
Pri pasaži dve pa je odstotek krvnih celic padel pod 5 % pri obeh skupinah celic. Pozitivno 
izražanje CD44 je bilo skozi vse pasaže zelo visoko med 95 in 100 %. MSC iz mladih miši 
so imele nižji odstotek izražanja CD44 kot MSC iz starih miši, vendar razlika ni bila 
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statistično značilna. Pri izražanju CD73 se je pokazala statistično značilna razlika v pasaži 
0, saj je 54,26 % MSC iz mladih miši izražalo ta označevalec v nasprotju z le 25,87 % pri 
MSC iz starih miši. V nadaljnjih pasažah so odstotki izražanja pri obeh skupinah nihali 
med 20 in 30 % in do statistično značilne razlike ni prišlo. Izražanje CD105 se je pri MSC 
iz mladih in starih miši skozi gojenje do p3 zmanjševalo. Do statistične razlike je prišlo 
samo v pasaži 2, kjer je bilo 27,2 % MSC iz mladih miši in 51,77 % iz starih miši 
pozitivnih za označevalec CD105. Tudi izražanje CD29 je bilo visoko pri obeh skupinah v 
večini pasaž. Le v p1 pri mladih in v p3 pri starih celicah je delež CD29 padel na približno 
66 %. Rezultati pretočne citometrije so potrdili naša pričakovanja in so v skladu z 
literaturo (Block in sod., 2017) saj med skupinama mladih in starih MSC ni bilo razlik v 
izražanju celičnih označevalcev.  
Zaradi občutljivosti pri gojenju MSC je značilno, da so celice že v zgodnjih pasažah 
podvržene procesu senescence. Sposobnost proliferacije senescentnih celic je omejena, 
spremeni se tudi njihova morfologija – iz vretenastih in podolgovatih celic postanejo celice 
»napihnjene« in bolj okrogle (Benameur in sod., 2015). Tovrstne spremembe morfologije 
celic smo opazili tudi mi med izvajanjem testa za določanje deleža senescentnih celic. 
Celice, ki so se okoli jedra s testom β-galaktozidaze obarvale modro, so bile praviloma 
večje od neobarvanih. Zanimalo nas je, ali bo delež senescentnih celic večji v kulturah 
MSC izoliranih iz starih miši kot v kulturah MSC izoliranih iz mladih miši. Test za 
določanje deleža senescentnih celic smo izvedli pri celicah iz 17 mladih miši in 22 starih 
miši. Kvantifikacija zajetih slik obeh skupin je pokazala 51,05 ± 5,24 % senescentnih celic 
pri MSC iz mladih miši in 63,51 ± 2,73 % pri MSC iz starih miši. Razlika med skupinama 
je bila statistično značilna pri p = 0,0454. Rezultati testa so v skladu z našimi pričakovanji, 
čeprav bi med skupinama pričakovali še večjo razliko. Choudhery in sod. (2012) so na 
mladih in starih MSC iz kostnega mozga miši izvedli test določanja deleža senescentnih 
celic z enakim komercialnim kitom. Pri starih celicah so zaznali 18 % več senescentnih 
celic. 
Tradicionalno se določanje celične rasti opravi s štetjem vitalnih celic po obarvanju z 
vitalnim barvilom. Alternativne metode zajemajo merjenje vključenih radioizotopov kot 
merila sinteze nove DNA, avtomatiziranih celičnih števcev in drugih tehnik, ki se opirajo 
na barvila in celično aktivnost (Cell…, 2017). Eden takšnih je test MTT, s katerim smo 
merili metabolno aktivnost in proliferacijo pri MSC iz 16 mladih in 18 starih miši. 
Povprečna izmerjena absorbanca A570-620 raztopljenih kristalov formazana je pri skupini 
mladih celic znašala 0,071 ± 0,005 nm in pri skupini starih celic 0,058 ± 0,004 nm. Razlika 
med skupinama ni bila statistično značilna (p = 0,0712), kljub temu pa se je pokazal trend, 
ki nakazuje, da se mlade MSC delijo hitreje kot stare. Rezultati so v skladu z našimi 
pričakovanji, vendar je razlika med skupinama majhna. Razlaga za tak rezultat bi lahko 
bila v tem, da MSC s staranjem ohranijo svojo viabilnost. Še bolj verjetno pa je, da test 
MTT ni bil dovolj občutljiv za MSC, vsaj ne v 24 urah po nasaditvi celic v ploščo z 98 
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luknjicami. MSC se delijo počasi od 30 do 60 ur (Nakamizo in sod., 2005), zato bi bilo 
morda bolje, če bi absorbanco nastalega formazana merili 48 ali 72 ur po nasaditvi.  
Iz literature je znano, da je zdravljenje ran kompleksen proces, ki vključuje usklajeno 
delovanje zunajceličnega matriksa, rastnih faktorjev in celic. Še posebej MSC imajo 
pomembno vlogo pri posredovanju v vsaki fazi procesa celjenja ran. Pri vnetju MSC 
usklajujejo učinke vnetnih celic in zavirajo delovanje vnetnih citokinov (TNF in IFN-γ), 
izločajo protimikrobne faktorje, ki pomagajo pri čiščenju rane in spodbujajo fagocitozo 
imunskih celic (Maxson in sod., 2012). Sposobnost MSC pri celjenju ran smo preverjali s 
testom, kjer smo spremljali njihovo usmerjeno migracijo na območju simulirane rane v 
obdobju 5 dni. Test smo izvedli na celicah 16 mladih in 20 starih miši. Pri skupini mladih 
miši je bila povprečna površina rane od dneva 0 do dneva 5 v velikosti 100 %, 74 %, 46 %, 
32 %, 24 % in 18 %. Rana se je skupno zarastla za 82 %. Pri skupini starih miši pa je po 
dnevih povprečna površina rane znašala 100 %, 70 %, 40 %, 24 %, 15 % in 9 %. Skupno 
se je zacelilo 91 % površine rane. Rezultati so v nasprotju z našimi pričakovanji in rezultati 
iz objavljenih študij. Choudhery in sod. (2012) so izolirali MSC iz kostnega mozga miši 
C57BL/6 in pri testu celjenja ran pokazali, da celice iz mladih miši rano popolnoma 
zacelijo že po 72 urah, medtem ko pri starih celicah po 72 urah ni bila zaceljena niti 
polovica rane. Morda imajo mlade celice miši C57BL/6 boljši migratorni potencial kot 
celice iz BALB/c. Prav tako so Bustos in sod. (2014) na celicah iz miši C57BL/6 dokazali 
boljšo sposobnost celjenja ran pri mladih miših. Ugotovili so tudi, da starim celicam upade 
izražanje receptorjev za citokine in kemokine, kar vpliva na njihovo slabšo odzivnost in 
migracijo na področje rane. Razlog za naše rezultate bi lahko bil v težavah pri gojenju 
celic, zato bi bilo potrebno test vsaj pri mladih celicah ponoviti. 
V magistrski nalogi smo torej pokazali, da imajo celice, izolirane iz kostnega mozga 
mladih miši BALB/c, boljše proliferacijske lastnosti in kažejo manjši odstotek 
senescentnih celic v kulturi v primerjavi s celicami iz starih miši. V nasprotju z našimi 
pričakovanji se je izkazalo, da MSC iz kostnega mozga starih miši hitreje zacelijo 
simulirano rano. Temu rezultatu v resnici ne verjamemo povsem, saj bi bilo potrebno 
zaradi težav pri gojenju celic iz mladih miši test celjenja ran ponoviti.  
Po pričakovanjih pa so mlade in stare celice izražale celične označevalce v enaki meri. 
Občutljivost mišjih MSC na pogoje in vitro je zagotovo botrovala k temu, da testov nismo 
uspeli izvesti v takšni meri, kot smo si to zastavili na začetku. Kljub težavam z mišjimi 
MSC, so miši najprimernejši modelni organizem, saj so sesalci, so majhne, poceni in 
enostavne za vzdrževanje, hitro se razmnožujejo, imajo visoko stopnjo homologije z 
ljudmi (Crow, 2002) ter zbolevajo za enakimi boleznimi. Če naše ugotovitve in rezultate 
ostalih objavljenih študij prenesemo na klinični nivo, lahko rečemo, da so za celične 
terapije in tkivni inženiring veliko bolj primerni mlajši darovalci celic, saj lahko znatno 
vplivajo na uspešnost zdravljenja.  
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6 SKLEPI 
 Tako iz mladih kot iz starih miši BALB/c je z metodo trenja kosti mogoče izolirati 
celice kostnega mozga ter nato na osnovi njihove sposobnosti za pritrjanje na dno 
gojilne posodice vzpostaviti kulture MSC. 
 
 MSC iz mladih in iz starih miši BALB/c je mogoče uspešno gojiti in vitro pri 
razmerah 5 % O2, 5 % CO2 in 37 °C. 
 
 MSC, izolirane iz kostnega mozga mladih miši BALB/c, v pasaži 2 imajo krajši 
podvojitveni čas in kažejo nižji odstotek senescentnih celic v kulturi. 
 
 MSC, izolirane iz kostnega mozga mladih miši BALB/c, v pasaži 2 nimajo boljših 
migratornih sposobnosti in »rane« v testu celjenja ran ne zacelijo hitreje. 
 
 Izražanje celičnih označevalcev CD29, CD44, CD73, CD105 in CD45 je enako pri 
MSC, izoliranih iz mladih in starih miši BALB/c. 
 
 Kultura MSC je šele v pasaži 2 dovolj homogena za izvajanje funkcionalnih testov. 
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7 PRIHODNJE DELO 
Z izvedenimi funkcionalnimi testi, s katerimi smo okarakterizirali mišje mezenhimske 
stromalne celice, smo delno potrdili, da imajo mlade celice boljše lastnosti. Med delom 
smo ugotovili, da se iz še neznanega razloga MSC izolirane iz nekaterih miši nočejo 
namnoževati v kulturi. V prihodnosti bi bilo dobro ugotoviti zakaj. V naših eksperimentih 
se ni izkazalo, da imajo celice izolirane iz mlajših osebkov izrazito boljše lastnosti, kot je 
bilo to že večkrat objavljeno v literaturi. Eden izmed razlogov je lahko, da bi bilo potrebno 
naše teste še dodatno optimizirati ter nato celoten poskus ponoviti še na večjem številu 
miši. Tako bi morda potrdili rezultate objavljenih člankov, kjer imajo celice iz mlajših 
organizmov izrazito boljše lastnosti. 
Dolgoročen cilj tovrstnih študij je prenos znanja na klinični nivo. Za boljše rezultate pri 
celičnih terapijah bo potrebno upoštevati, da je bolje, če so darovalci celic čim mlajši.  
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8 POVZETEK 
Mezenhimske stromalne celice so eden glavnih virov za celične terapije in tkivno 
inženirstvo. Pomembne so za ohranjanje homeostaze tkiv in organov. Sposobne so 
samoobnavljanja, diferenciacije, lahko uravnavajo imunski odziv in sodelujejo pri celjenju 
poškodb. S staranjem se njihove lastnosti spreminjajo, kar vpliva na zmanjšanje njihove 
regenerativne sposobnosti. Glavni prejemniki celičnih terapij so starejši bolniki, ki so 
nagnjeni k številnim obolenjem. Pri alogenskih presaditvah se zato poraja vprašanje, kako 
starost darovalca celic vpliva na izid zdravljenja. V magistrskem delu smo skušali 
ugotoviti, kako starost miši BALB/c vpliva na lastnosti MSC, izoliranih iz njihovega 
kostnega mozga. Spremljali smo proliferacijo celic s testom MTT, sposobnost migracije 
celic s testom celjenja ran in prisotnost senescentnih celic v kulturi. 
Celice kostnega mozga smo najprej izolirali z metodo trenja kosti in nato pa smo na osnovi 
sposobnosti pritrjevanja na podlago izolirali tudi MSC. MSC obeh skupin smo gojili pri 
pogojih 5 % O2, 5 % CO2 in 37 °C do pasaže 2, saj smo potrebovali dovolj homogeno 
kulturo za nadaljnjo izvedbo funkcionalnih testov. To smo potrdili z analizo s pretočno 
citometrijo, kjer smo med gojenjem od p0 do p3 spremljali izražanje pozitivnih celičnih 
označevalcev CD44, CD73, CD105 in CD29 ter negativnega označevalca CD45. Njihovo 
izražanje se med MSC iz mladih in starih miši ni razlikovalo. 
Test MTT je pokazal boljši proliferacijski potencial mladih celic, vendar je bila razlika 
med skupinama minimalna. Ker se mišje MSC delijo bolj počasi (30-60 ur), bi bilo 
smiselno test ponoviti in meriti dehidrogenazno aktivnost po 48 ali 72 urah, kjer bi morda 
prišlo do večjih razlik v absorbanci A570-620. Pri določanju deleža senescentnih celic v 
kulturi smo ugotovili, da imajo MSC iz starih miši višji odstotek senescentnih celic. Pri 
starih celicah smo zaznali 12,5 % več senescentnih celic. Rezultat je statistično značilen. V 
nasprotju s sposobnostjo proliferacije in deležem senescence, so pri testu celjenja ran imele 
celice iz starih miši boljše migratorne sposobnosti in so »rano« uspešneje zacelile. Celjenje 
rane smo spremljali 0-5 dni. Rana se je pri mladih celicah v tem času zacelila za 82 % in 
pri starih za 91 %. Rezultat ni v skladu z našimi pričakovanji ter objavljeno literaturo in 
mu v resnici tudi ne verjamemo povsem. Zaradi težav pri gojenju celic iz mladih miši bi 
bilo potrebno test celjenja ran ponoviti.  
V magistrski nalogi smo torej pokazali, da imajo celice, izolirane iz kostnega mozga 
mladih miši BALB/c, boljše proliferacijske lastnosti in kažejo manjši odstotek senescence 
v kulturi. MSC iz kostnega mozga starih miši pa hitreje zacelijo simulirano rano. Pri tem je 
delež izraženih celičnih označevalcev pri obeh skupinah celic enak. Če naše ugotovitve 
prenesemo na ljudi, lahko rečemo, da so za celične terapije in tkivni inženiring veliko bolj 
primerni mlajši darovalci celic, saj lahko znatno vplivajo na uspešnost zdravljenja. 
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